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Gensko spremenjeni organizem (GSO) je organizem, z izjemo človeka, ali mikroorganizem, 
katerega genski material je spremenjen s postopki, ki spreminjajo genski material drugače, 
kot to poteka v naravnih razmerah. Lahko je potencialno nevaren, toksičen, ali ima možnost 
nenadzorovanega širjenja. GSO razvrščamo v štiri varnostne razrede (VR). Uvrstitev v 
posamezni razred določa kombinacijo različnih ukrepov, smernic, ureditve laboratorijskih 
prostorov, varnostne in druge laboratorijske opreme, ki zagotavlja, da bo delo v zaprtem 
sistemu z GSO varno. V drugi VR , ki je v središču našega interesa, sodijo GSO, kateri 
povzročajo majhno tveganje za ljudi in okolje. Namen magistrskega dela je bil oblikovati 
strategije za vzpostavitev dobre laboratorijske prakse za delo z GSO VR2 v pogojih in vitro. 
Ugotovili smo, da je za zagon takšnega zaprtega sistema v Republiki Sloveniji (RS) potrebno 
izpolniti pogoje, ki jih določa zakonodaja s tega področja. Pogoji so naslednji: delovne 
površine zaprtega sistema morajo biti enostavne za čiščenje in odporne na vodo, kisline, 
baze, topila, razkužila in sredstva za dekontaminacijo. V stavbi, v kateri se nahaja zaprti 
sistem, mora biti avtoklav. Dostop do zaprtega sistema mora biti omejen, na vratih pa mora 
biti oznaka za biološko nevarnost. Obvezna je vzpostavitev posebnih ukrepov za nadzor nad 
razširjanjem aerosolov. Obvezna je uporaba zaščitne obleke. Zaradi obveznega 
preprečevanja širjenja GSO v okolje je dostop do laboratorija potrebno preprečiti vektorjem, 
kot so žuželke in glodavci. Obvezna je inaktivacija GSO v vseh materialih in odpadkih, ki 
so prišli v stik z GSO. Ker je za nemoteno delovanje zaprtega sistema odgovoren tudi 
razpored opreme znotraj prostora, smo v magistrsko delo vključili tudi predloge različnih 
postavitev laboratorijske opreme v prostoru, ki je na razpolago za vzpostavitev zaprtega 
sistema za delo z GSO VR2 na Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani (FFA UL). 
Primerjali smo priporočila različnih avtorjev s področja urejanja celičnih laboratorijev, 
predstavili več različic postavitve opreme in izrisali tloris najprimernejše. Poleg tega smo 
upoštevali tudi organizacijske ukrepe, ki jih predpisuje Zakon o ravnanju z gensko 
spremenjenimi organizmi (ZRGSO-UPB1), in določili pomen implementacije dobre 
mikrobiološke prakse k preprečevanju kontaminacije znotraj zaprtega sistema. Dobra 
mikrobiološka praksa dopolnjuje zadrževalne ukrepe, postopke in procese, katerih namen je 
ohraniti varnost tako znotraj kot tudi zunaj zaprtega sistema. 
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A genetically modfied organism, with the exception of a human being, is an organism or 
micro-organism whose genetic material is altered by processes that alter the genetic material 
differently than it occurs in nature. They can be potentially dangerous, toxic, or have the 
potential for uncontrolled spreading. There are four possible biosafety levels into which we 
classify them. Each level determines a combination of different measures, guidelines, layout 
of laboratory space, safety and other laboratory equipment that must be satisfied in order for 
work safely in a laboratory for genetically modfied organisms. Biosafety level II, which is 
the focus of our interest, includes genetically modfied organisms that pose little risk to 
humans and the environment. The purpose of the master's thesis was to plan strategies to 
establish good laboratory practice for working with biosafety level II genetically modfied 
organisms in vitro. We have came to conclusion that, in order to start such laboratory in the 
Republic of Slovenia, it is necessary to follow the conditions regulated by the law and 
legislation from this field. The conditions are as follows: the working surfaces of the 
laboratory must be easy to clean and resistant to water, acids, bases, solvents, disinfectabts 
and decontaminants. There must be an autoclave in the building where the laboratory is 
located. Access to the closed system must be restricted, with a biohazard sign on the door. 
It is mandatory to establish special measures to control the spread of aerosols. Protective 
clothing is required. It is mandatory to prevent contact of vectors such as insects and rodents 
with laboratory. Inactivation of genetically modfied organisms is mandatory in all materials 
and wastes that are genetically modfied organisms or have come into contact with them. 
Since the layout of the equipment inside the laboratory space is also responsible for the 
smooth operation of the laboratory system itself, we decided to include that part in this 
master's thesis. We decided to develop various layouts of laboratory equipment in the room 
available for the laboratory for work with biosafety level II genetically modfied organisms 
in the Faculty of pharmacy in Ljubljana. We compared the instructions of various authors in 
the field of arranging cell laboratories, and finally made our own floor plan. Among other 
things, we found how the implementation of good microbiological practice contributes to 
the prevention of contamination within the laboratory. Good microbiological practice 
complements containment measures, procedures and processes designed to maintain safety 
both inside and outside of the laboratory.  
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ATMP zdravila za napredno zdravljenje (ang. advanced therapy medicinal 
products) 
DMSO dimetil sulfoksid 
DNA deoksiribonukleinska kislina 
EBV Epstein-Barrov virus  
FFA Fakulteta za farmacijo 
GSO gensko spremenjeni organizem 
HEPA visoka učinkovitost filtriranja delcev (ang. high efficiency 
particulate air) 
HIV-1 človeški virus imunske pomanjkljivosti 1 
LCL limfoblastoidne celične linije 
LTR dolge ponovitve na terminalnem koncu (ang. long terminal repeat) 
MOP Ministrstvo za okolje in prostor 
PCR verižna reakcija s polimerazo (ang. polymerase chain reaction) 
RNA ribonukleinska kislina 
RS Republika Slovenija 
UL Univerza v Ljubljani 
VR varnostni razred 









1.1 GENSKO SPREMENJENI ORGANIZMI 
V 4. členu splošnih določb Zakona o ravnanju z gensko spremenjenimi organizmi (uradno 
prečiščeno besedilo) (ZRGSO-UPB1) (Uradni list RS, št. 67/02 z dne 26. 7. 2002) je 
zapisano : 
“Gensko spremenjeni organizem (GSO) je organizem, z izjemo človeka, ali 
mikroorganizem, katerega genski material je spremenjen s postopki, ki spreminjajo 
genski material drugače, kot to poteka v naravnih razmerah s križanjem ali naravno 
rekombinacijo.  
Postopki, ki spreminjajo genski material drugače, kot to poteka v naravnih razmerah, 
so:  
– tehnike rekombinacije nukleinske kisline, ki vključujejo oblikovanje novih 
kombinacij genskega materiala z vnašanjem molekul nukleinske kisline, 
proizvedene na kakršenkoli način zunaj organizma, v katerikoli virus, bakterijski 
plazmid ali drug vektorski sistem in njihovo vgradnjo v gostiteljski organizem, v 
katerem se v naravi ne pojavljajo, vendar pa se lahko v njem naprej razmnožujejo,  
– tehnike, ki vključujejo neposreden vnos dednega materiala, pripravljenega zunaj 
organizma, v ta organizem, vključno z mikroinjiciranjem, makroinjiciranjem in 
mikrokapsulacijo,  
– tehnike celične fuzije, vključno s fuzijo protoplastov, ali hibridizacije, pri katerih 
se s fuzijo dveh ali več celic na načine, ki se ne pojavljajo v naravi, oblikujejo žive 
celice z novimi kombinacijami dednega genskega materiala. 
Za postopke, ki spreminjajo genski material drugače kot v naravnih razmerah, se ne 
štejejo: 
-umetna oploditev, 
-naravni postopki, kot so konjugacija, transdukcija in transformacija, 
-indukcija poliploidije. 
Če ne vključujejo molekul rekombinantnih nukleinskih kislin ali drugih GSO razen 
tistih, ki nastanejo pri uporabi enega ali več teh postopkov“ (1). 
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Danes lahko gensko spreminjamo celo vrsto organizmov, kot so: bakterije, kvasovke, glive, 
žuželke, rastline, sesalce (podgane, miši, zajci, koze, govedo, prašiči, ovce). Genska 
sprememba na splošno vključuje naslednje komponente (2):  
 
Starševski organizem: organizem, ki ga gensko spreminjamo. Gre za celico ali celoten 
organizem, ki sprejema genski material iz izvornega organizma, ga podvaja in potem izraža 
informacijo, ki jo prenaša tudi na potomce. Pogosto se uporablja tudi izraz »prejemni 
organizem« (2,3). 
Zelo je pomembno poznavanje življenjskega cikla in fiziologije starševskega organizma 
zaradi lažjega razumevanja izražanja prenesenega gena (4). 
Izvorni organizem je tisti, iz katerega želimo klonirati kromosomsko deoksiribonukleinsko 
kislino (DNA). Kromosomsko DNA najprej izoliramo in jo nato režemo z restrikcijskimi 
encimi ali pa z verižno reakcijo s polimerazo (PCR) pomnožimo želen odsek, ki je nato 
pripravljen za vstavitev v vektor za prejemni organizem (5). 
Vključek je del genskega materiala, izoliran iz izvornega organizma oziroma darovalca, ki 
se vključi v vektor (5). Razen vključka, pridobljenega iz drugega organizma, se danes 
pogosto uporabljajo sintetična zaporedja DNA. Sintetična zaporedja so lahko enaka 
zaporedjem, prisotnim v živih organizmih ali pa so popolnova nova (2). 
Vektor je kateri koli nosilec, pogosto virus ali plazmid, ki se uporablja za prenašanje 
želenega zaporedja DNK v gostiteljsko celico kot del postopka molekulskega kloniranja (6). 
 
1.2 USTVARJANJE GSO 
Proces ustvarjanja GSO je kompleksen in večstopenjski. Najprej identificiramo gen, ki ga 
želimo izraziti v starševskem organizmu (7). Ta gen, ki ga vnašamo v genom starševskega 
organizma, imenujemo transgen. Pri načrtovanju transgena so pomembne informacije o  
vrsti izvornega organizma, saj transgen izraža biološke lastnosti organizma, iz katerega 
izvira. Izvor transgena je lahko prokariontski ali evkariontski (8). Za pravilno izražanje 
transgena potrebujemo več ključnih komponent. Te komponente so: promotor, ekson in stop 
kodon. Od promotorja je odvisno, kje in kdaj se bo transgen aktiviral. Ekson je odgovoren 
za zaporedje, ki kodira beljakovine, medtem ko je stop kodon trinukleotidno zaporedje, ki 
signalizira zaustavitev sinteze beljakovin (9,10). 
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Uspešnost ekspresije transgena je močno odvisna od metode vnosa genskega materiala v 
gostiteljski organizem (9). 
Metode za vnos genskega materiala v celice so razdeljene v tri večje skupine: biološke, 
kemične in fizikalno posredovane metode (4). Postopek, s pomočjo katerega v celice 
vnašamo tuje nukleinske kisline z namenom proizvodnje gensko spremenjenih celic, 
imenujemo transfekcija oziroma transdukcija. Transdukcija je metoda vnosa genskega 
materiala v celice, pri kateri kot vektor uporabljamo virus. Nadalje, transfekcija je postopek, 
s katerim vnašamo nukleinske kisline (DNK ali RNK) v celice z drugimi sredstvi, razen z 
virusi, in vključuje že omenjene kemične in fizikalne metode. Danes so na voljo številne 
metode trasfekcije/transdukcije, ki se med sabo razlikujejo po različnih pristopih, ki so 
odvisni od namena in vrste celice, ki jo bomo obravnavali (4). 
 
1.2.1 Biološke metode 
Med biološke metode vnosa genov štejemo transdukcijo, oziroma z virusom posredovano 
transfekcijo, ki je najpogosteje uporabljena metoda v kliničnih raziskavah. Gre za zelo 
učinkovito metodo, s katero lahko dosežemo trajnostno ekspresijo transgena in vivo. To 
omogočajo naravne lastnosti virusa, ki se integrira v genom gostitelja. Slaba stran metode 
je, da povzroča imunogenost in citotoksičnost. 
Ker se virusni vektorji naključno vključujejo v genom gostitelja, lahko pride do inaktivacije 
tumor-supresorskih genov, aktivacije proto-onkogena ali do prekinitve izražanja 
esencijalnih genov. Še ena slabost je ta, da v virusni vektor lahko vnesemo samo omejeno 
količino transgena. Za uspešno transdukcijo je potrebno ohraniti tudi gene, ki omogočijo 
vstop virusnega vektorja v gostiteljsko celico in vključitev v genom gostitelja. Preprečiti pa 
je treba razmnoževanje in tvorbo rekombinantov, ki so sposobni pomnoževanja. (4,9). 
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1.2.2 Kemične metode 
Kot kemična metoda transfekcije se najbolj pogosto uporabljajo kationski polimeri, 
kationski lipidi, kationske aminokisline ter kalcijev fosfat. Te pozitivno nabite spojine 
tvorijo kemijske komplekse z negativno nabito nukleinsko kislino. Nastali kemijski 
kompleksi so pozitivno nabiti in so usmerjeni proti negativno nabiti celični membrani. 
Natančen mehanizem prehoda teh kompleksov skozi celično membrano ni znan, verjetno pa 
gre za endocitozo in fagocitozo. Prav tako, mehanizem translokacije DNK v jedro ni znan. 
Načeloma je učinkovitost kemičnih metod transfekcije v in vivo pogojih v primerjavi z 
virusnimi metodami manjša. Razlog za to je dejstvo, da je kemična metoda transfekcije 
odvisna od več dejavnikov. Med te dejavnike sodijo: pH raztopine, stanje celične membrane 
ter razmerje nukleinske kisline in kemikalij. Prednost kemičnih metod je relativno nizka 
citotoksičnost, odsotnost mutageneze ter možnost vnosa večje količine nukleinske kisline. 
Pomembno je poudariti, da je učinkovitost metode zelo odvisna tudi od vrste celic (4). 
 
1.2.3 Fizikalne metode 
Ko govorimo o fizikalnih metodah, govorimo o najnovejših tehnikah, ki jih uporabljamo kot 
metode transfekcije. Poznamo več fizikalnih orodij za vnos nukleinskih kislin v prejemni 
organizem.  
Metode, ki se uporabljajo najpogosteje, so: mikroinjiciranje, biolističen vnos delcev, 
elektroporacija ter lasersko posredovana transfekcija. 
Mikroinjiciranje je metoda, ki temelji na neposrednem vnosu nukleinske kisline v citosol ali 
jedro celice. Zahteva spretnost in je zelo časovno potratna za izvajanje. Pri njeni izvedbi 
pogosto pride do celične smrti. 
Biolističen vnos delcev je preprosta in zanesljiva metoda. Temelji na zlatih delcih, ki se 
konjugirajo z nukleinskimi kislinami. Nastali konjugati se potem z veliko hitrostjo streljajo 
v prejemne celice. Temu principu rečemo genska pištola. Slabost metode so izjemno dragi 
instrumenti, metoda pa povzroči fizične poškodbe vzorcev in visoko stopnjo celične smrti. 
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Elektroporacija je metoda, katere mehanizem še vedno ni natančno pojasnjen. Domnevno 
kratki visokonapetostni električni pulzi povzročijo nastanek por v celični membrani, skozi 
katere potem lahko vstopajo nukleinske kisline. Zaradi svoje enostavnosti in hitrosti 
izvajanja je koristna za transfekcijo velikega števila celic v kratkem času. 
Lasersko posredovana transfekcija uporablja pulzni laser, ki po obsevanju celične membrane 
v njej naredi prehodne pore. Zaradi osmotske razlike med medijem in citosolom celice 
nukleinske kisline preidejo čez poro v membrani. Metoda je primerna tudi za manjše celice, 
vendar zahteva zelo drag sistem laserja in mikroskopa. Zahvaljujoč dejstvu, da je mogoče 
celice opazovati pod mikroskopom, lahko natančno izberemo mesto v celici, kjer naredimo 
poro (4). 
 
1.3 ZAPRTI SISTEM ZA DELO Z GENSKO SPREMENJIMI 
ORGANIZMI 
 1.3.1 Razlike med rizično skupino in varnostnim razredom, klasifikacija patogenov 
Ko govorimo o bioloških dejavnikih tveganja, se je dobro zavedati, da obstajajo razlike med 
nemodificiranimi organizmi, ki so lahko nevarni za naše zdravje (nemodificirani patogeni 
organizmi), in gensko spremenjenimi organizmi. Za klasifikacijo nemodificiranih patogenih 
organizmov se uporablja izraz rizična skupina, medtem ko se za klasifikacijo GSO uporablja 
izraz „varnostni razred“ (2). Za določitev rizične skupine organizma se upoštevajo dejavniki, 
kot so patogenost organizma, način prenosa, razpoložljivost preventivnih ukrepov in 
učinkovitega zdravljenja. Obstajajo štiri rizične skupine, med katere uvrščamo 
mikroorganizme glede na njihovo nevarnost oziroma možnost povzročanja bolezni. 
Podrobnosti za vsako skupino so opisane v preglednici I (11). 
                  Preglednica I: Razvrstitev infektivnih mikroorganizmov po rizičnih skupinah (11) 
 
RIZIČNA SKUPINA 1:  
Brez tveganja ali zanemarljivo 
tveganje za posameznika in 
skupnost 
Mikroorganizem, ki verjetno ne bo povzročil       
bolezni pri ljudeh ali živalih. 
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RIZIČNA SKUPINA 2:  
Zmerno individualno tveganje, 
zanemarljivo za skupnost 
Patogeni mikroorganizem, ki lahko povzroči 
bolezen pri ljudeh ali živalih, vendar malo verjetno 
predstavlja resno nevarnost za laboratorijske 
delavce, živali ali okolje. Po izpostavljenosti v 
laboratoriju lahko pride do resnih okužb. V takem 
primeru imamo na voljo učinkovito zdravilo in 
preventivne ukrepe. Tveganje za širjenje okužbe je 
omejeno. 
 
RIZIČNA SKUPINA 3:  
Visoko individualno tveganje, 
zanemarljivo za skupnost 
Patogeni mikroorganizem, ki običajno povzroča 
resno bolezen pri ljudeh ali živalih, vendar se ne 
prenaša z osebe na osebo. Na voljo so preventivni 
ukrepi in učinkovito zdravilo. 
 
RIZIČNA SKUPINA 4:  
Visoko individualno in skupnostno 
tveganje 
Patogeni mikroorganizem, ki običajno povzroči 
resno bolezen pri ljudeh ali živalih in se prenaša 
neposredno ali posredno z ene osebe na drugo. 
Učinkovito zdravljenje in preventivni ukrepi 
običajno niso na voljo 
 
1.3.2 Klasifikacija GSO 
Za klasifikacijo GSO v ustrezni varnostni razred je potrebno upoštevati zakonodajo, številne 
predpise, pravilnike, uredbe in določila, kot bomo pojasnili kasneje. Pri uvrstitvi GSO v 
ustrezni varnostni razred je potrebno upoštevati naslednje korake : 
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1. Najprej opredelimo lastnosti izvornega in prejemnega organizma, vključka ter 
vektorja, ki so potencialno nevarne, toksične ali imajo možnost nenadzorovanega 
širjenja. Potrebno je upoštevati dejstvo, da genske spremembe lahko povečajo 
patogenost organizma ali vplivajo na njegovo občutljivost na antibiotike in druge 
metode zdravljenja. 
 
2. Določimo okoliščine, pod katerimi je možno opravljati varno delo z GSO, ob 
upoštevanju naslednjih vidikov: 
• značilnosti okolja, ki bi lahko bilo izpostavljeno GSO, 
• vrsta in obseg aktivnosti z GSO in 
• katerakoli nestandardna aktivnost z GSO. 
V spodnji preglednici II so našteti štirje možni varnostni razredi GSO, v katere razvrščamo 
GSO na podlagi dobljenih rezultatov iz dveh korakov omenjenih zgoraj (2,11). 
 




Varnostni razred 1: 
GSO, ki ne predstavljajo tveganja, ali pa je tveganje za ljudi in okolje zanemarljivo. 
Varnostni razred 2: 
GSO, ki predstavljajo majhno tvegaje za ljudi in okolje. 
Varnostni razred 3: 
GSO predstavljajo zmerno tveganje za ljudi in okolje. 
Varnostni razred 4: 
GSO predstavljajo visoko tveganje za ljudi in okolje. 
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1.3.3 Varnostni razredi  
Pri delu z GSO je potrebno vedno upoštevati možnost, da lahko kadarkoli pride do nesreče. 
Nesreča je vsak izreden dogodek oziroma vrsta dogodkov, kot so lom steklovine, v kateri je 
kultura GSO, požar, poplava, potres ter nasilno vdrtje v prostore zaprtega sistema s strani 
nepooblaščenih oseb. Pri takšnih dogodkih lahko pride do nepredvidenega sproščanja GSO 
iz zaprtega sistema v okolje, kar lahko pomeni takojšnjo ali kasnejšo nevarnost za okolje in 
zdravje ljudi (3). V primeru, da je sproščeni GSO sposoben za razmnoževanje in križanje z 
drugimi v naravi prisotnimi vrstami, lahko pride do ogrožanja biotske raznovrstnosti ali 
motnje naravnega ravnovesja (2). 
Zato obstajajo številni predpisi, pravilniki, uredbe in zakonodaja, ki urejajo področje 
ravnanja z GSO in se razlikujejo v posameznih državah. Slovenska zakonodaja s tega 
področja zajema naslednje dokumente: 
- Zakon o ravnanju z gensko spremenjenimi organizmi (uradno prečiščeno besedilo) (Uradni 
list RS 23 /2005), 
-Pravilnik o vsebini prijave zaprtega sistema in prijave dela z gensko spremenjenimi 
organizmi v zaprtem sistemu (Uradni list RS 65 /2004), 
-Uredba o merilih za uvrstitev dela z gensko spremenjenimi organizmi v zaprtem sistemu v 
varnostni razred in zadrževalnih ter drugih varnostnih ukrepih za posamezni varnostni razred 
(Uradni list RS 33 /2004) (Navodila za izvajanje uredbe), 
-Pravilnik o oceni tveganja za delo z gensko spremenjeni organizmi v zaprtem sistemu 
(Uradni list RS 45 /2004), 
-Pravilnik o načrtu ukrepov za primer nesreče pri delu z gensko spremenjenimi organizmi v 
zaprtem sistemu (Uradni list RS 69 /2005), 
-Uredba o načinu delovanja znanstvenih odborov na področju ravnanja z gensko 
spremenjenimi organizmi (Uradni list RS 66 /2003), 
-Pravilnik o postopkih za določitev predstavnikov nevladnih organizacij v Komisiji za 
ravnanje z gensko spremenjenimi organizmi (Uradni list RS 42 /2005), 
-Pravilnik o registru gensko spremenjenih organizmov (Uradni list RS 79 /06) (3). 
V skladu z ZRGSO (Ur. 1. RS, št 23/2005 - uradno prečiščeno besedilo) je potrebno zaprti 
sistem za delo z gensko spremenjenimi organizmi prijaviti pristojnemu organu pred prvo 
uporabo. V Sloveniji je to Ministrstvo za okolje in prostor (MOP). Prijavo izdelamo v skladu 
s 
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Pravilnikom o vsebini prijave zaprtega sistema in prijave dela z gensko spremenjenimi 
organizmi v zaprtem sistemu in jo oddamo na predpisanih obrazcih (3). 
Ko uvrščamo GSO v pripadajoči varnostni razred, si pomagamo z že obstoječimi seznami 
organizmov. Pregledamo in primerjamo klasifikacije z različnih seznamov, saj so v različnih 
državah organizmi lahko različno uvrščeni v varnostne razrede. V Sloveniji obstaja seznam 
bioloških dejavnikov, ki pomenijo morebitno tveganje za delavce. Seznam se nahaja v 
prilogi Pravilnika o varovanju delavcev pred tveganji zaradi izpostavljenosti biološkim 
dejavnikom pri delu (Ur. 1. RS, št. 4/2002) in je lahko pomoč pri uvrščanju GSO v varnostni 
razred (3). Tudi zaprte sisteme za delo z GSO razvrščamo v štiri razrede biološke varnosti. 
Varnostni razred zaprtega sistema narašča glede na raven tveganja povzročenega s strani 
GSO (Slika 1). Za delo v vsakem izmed varnostnih razredov zaprtega sistema se zahteva 
kombinacija različnih ukrepov, smernic, ureditev laboratorijskih prostorov, varnostne in 
druge laboratorijske opreme (11). 
 
Slika 1 (prirejeno po 12): Shematski prikaz varnostnih razredov glede na raven tveganja 
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1.4 ZAPRTI SISTEM GSO: DRUGI VARNOSTNI RAZRED 
Ker je namen našega dela pregledati zahteve za zaprti sistem za delo z GSO VR2, se bomo 
osredotočili na potrebno opremo laboratorija za celične kulture in ustrezne zadrževalne 
ukrepe za delo, ki jih predpisuje zakonodaja. V 5. členu Uredbe o merilih za uvrstitev dela 
z gensko spremenjenimi organizmi v zaprtem sistemu v varnostni razred in zadrževalnih ter 
drugih varnostnih ukrepih za posamezni varnostni razred (Uradni list RS 33 /2004) 
(Navodila za izvajanje uredbe) je zapisano:  
        „Delo z GSO se uvrsti v drugi varnostni razred, če je izpolnjeno najmanj eno od  
naslednjih meril: 
-     prejemni organizem, starševski organizem, izvorni organizem, vektor, vključek ali 
novonastali GSO lahko povzroči bolezni pri ljudeh, živalih ali rastlinah in je lahko 
nevaren za njihovo zdravje; 
-     učinkovito preprečevanje ali zdravljenje bolezni je na voljo; 
-     ob nenamernem sproščanju prejemnega organizma, starševskega organizma, izvornega 
organizma, vektorja, vključka ali novonastalega GSO je tveganje za okolje, biotsko 
raznovrstnost in naravno ravnovesje majhno, morebitni škodljivi učinki v okolju pa so 
popravljivi; 
-     ob nenamernem sproščanju v okolje je novonastali GSO sposoben za razmnoževanje in 
križanje z drugimi v naravi prisotnimi vrstami, vendar to ob uporabi ustreznih 
zadrževalnih ukrepov ne ogrozi biotske raznovrstnosti ali naravnega ravnovesja ali 
-     škodljivi učinki zaradi naravnega prenosa vnesenega genskega materiala v druge 
organizme so mogoči, vendar ne ogrozijo biotske raznovrstnosti ali naravnega 
ravnovesja“ (13). 
 
1.4.1  Zadrževalni ukrepi 
Zadrževalni ukrepi so pomembni za zagotavljanje varnosti zaprtega sistema in preprečevanje 
stika GSO z zunanjim okoljem. Z njihovim implementiranjem dosegamo ohranjanje varnosti 
zaprtega sistema, delavcev ter zunanjega okolja (3). 
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Biološki zadrževalni ukrepi delujejo po principu vzpostavljanja biološke ovire, s katerimi 
se prepreči preživetje GSO izven zaprtega sistema in onemogoči njegovo pomnoževanje. Pri 
takšnem pristopu uporabljamo seve prejemnih organizmov, ki so po naravi ali zaradi 
genskega modificiranja manj invazivni. Primer takšnih sevov prejemnih organizmov z 
zmanjšano invazivnostjo predstavljajo samo-inaktivacijski virusni vektorji (14). Razvoj 
samo-inaktivacijskih vektorjev bomo podrobneje razložili na modelu lentivirusnih 
vektorjev. Primer takšnega vektorja je bil izoliran iz človeškega virusa imunske 
pomanjkljivosti 1 (HIV-1). Ker HIV-1 lahko okuži človeške celice po naravni poti, je 
zagotavljanje varnosti lahko oteženo. Na srečo vendarle obstaja tudi za to več rešitev. 
Ugotovljeno je namreč, da je mogoče z načrtovanjem strukturnih proteinov in encimov, 
potrebnih za generiranje infektivnih delcev, skupaj s samim vektorjem (genskim materialom, 
ki bo vnesen v celico) preprečiti nastanek rekombinantov sposobnih pomnoževanja. Sprva 
so vektorji HIV-1 vsebovali vse proteine, ki so naravno prisotni v HIV-1, razen ovojnice. 
Danes se v kliniki uporabljajo varnejši vektorji. Veliko odkritje na poti do klinične 
sprejemljivosti je predstavljalo dejstvo, da delecija 4 virusnih proteinov (Vpr, Vif, Vpu in 
Nef), ki so verjetno odgovorni za ključne dejavnike virulence, temeljnih lastnosti sistema 
HIV-1 za transdukcijo ne spremeni. Podobno je bilo z glavnim transaktivatorjem HIV, Tat, 
za katerega je bilo ugotovljeno , da ni potreben za popolno učinkovitost vektorja. Na koncu 
se je izkazalo, da lahko le trije izmed devetih genov, prisotnih v genomu starševskega virusa, 
in sicer gag, pol in rev, zadostujejo za vektor HIV-1. Takšni ali še varnejši vektorji se 
uporabljajo danes v kliniki, kar odpravi možnost rekonstituiranja divjega tipa virusa z 
rekombinacijo. Z nadaljnjimi raziskavami je bilo ugotovljeno, da bi se takšen sistem lahko 
še izboljšal, če bi odstranili transkripcijske elemente HIV iz vektorja. To je bilo doseženo s 
konstrukcijo samo-inaktivacijskih vektorjev. Samo-inaktivacijski vektorji so namreč 
karakteristični po svojih neaktivnih “dolgih končnih ponovitvah” (v angl. long terminal 
repeat - LTR)”, ki jih uporabljajo virusi za vstavljanje svojega genskega materiala v genom 
gostitelja. To so načeloma enaka zaporedja, ki se ponovijo večkrat na koncu provirusne 
DNA, nastale z reverzno transkripcijo retrovirusne RNA. Neaktivna LTR zaporedja 
rezultirajo v pomanjkanju promotorske aktivnosti in preprečevanju potencialne 
transkripcijske aktivnosti genov, ki se nahajajo v bližini mesta integracije. Na primeru HIV-
1 je bilo ugotovljeno, kako je samo-inaktivacijski vektor mogoče narediti s pomočjo delecije 
U3 v LTR regiji HIV -1, kar rezultira s preprečitvijo sinteze vektorske RNA polne dolžine 
v ciljnih celicah. Zmanjša se tveganje nastanka replikacijsko kompetentnega retrovirusa ali 
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možnosti za prekomerno izražanje gena, ki se nahaja tik ob 3 ′ LTR. Z delecijo so tudi 
izključili možnost aktivacije oddaljenega promotorja od mesta integracije vektorja. Vse to 
pa ni vplivalo na znižanje titra vektorja ali poslabšanje izražanja transgena in vitro oziroma 
in vivo. Z drugimi besedami, povečana je varnost virusnega vektorja (9). Primer organizma, 
ki so mu z genskimi modifikacijami oslabeli infektivnost, je Escherichia coli sev K-12, ki 
sodi v prvi varnostni razred. Gre za oslabel sev, ki običajno ne kolonizira črevesja ljudi in 
ima majhno možnost preživetja v okolju. Ta sev sploh nima značilne funkcije celične stene, 
oziroma ja ta oslabljena. Na primer, zunanja membrana ima okvarjeno lipopolisaharidno 
sredico, kar potem vpliva na pritrditev polisaharidnih stranskih verig O-antigena. Po drugi 
strani nimajo potrebnega tipa glikokaliksa, ki je odgovoren za pritrditev na površino sluznice 
človeškega črevesja. Nov sev E. coli K-12 ne izraža kapsularnih K-antigenov in 
polisaharidov, ki sodelujejo v procesu kolonizacije in virulence. Običajna flora, ki prebiva v 




Fizični zadrževalni ukrepi vključujejo primarne in sekundarne fizične ovire. 
Primarne ovire so namenjene odstranjevanju oziroma zmanjšanju izpostavljenosti nevarnim 
biološkim materialom. Sekundarne ovire ohranjajo zaščito primarne ovire v primeru 
izrednih dogodkov. Na ta način omogočajo zaščito laboratorijskih delavcev ter zaščito ljudi, 
živali in okolja zunaj laboratorija pred GSO, ki bi lahko povzročili nalezljive bolezni ali 
škodili okolju in zdravju ljudi s svojimi toksini (3,15). 
Primarne ovire v fizičnem zadrževanju vključujejo laboratorijske smernice tehnoloških 
zahtev raziskovalne opreme in posebno zadrževalno opremo, med katero sodi osebna 
zaščitna oprema, mikrobiološka komora in številne zaprte posode, ki pomagajo pri 
odstranjevanju oziroma zmanjšanju izpostavljenosti nevarnim biološkim materialom. 
Osebna zaščitna oprema lahko vključuje maske, rokavice, zaščitna očala, laboratorijske 
plašče ter primerno obutev. Zelo pomemben element primarne ovire je mikrobiološka 
komora. Z uporabo filtra HEPA, oziroma filtra z visoko učinkovitostjo filtriranja delcev, 
zagotavlja zaščito laboratorijskih delavcev in okolja pred potencialno izpostavljenostjo 
povzročiteljem okužb ali toksinom (3,15,16).  
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Za primarnimi sledijo sekundarne ovire, ki so zasnovane na skrbnem načrtovanju in 
oblikovanju razporeda opreme v laboratoriju. Nekateri primeri sekundarnih ovir so: 
komarniki za okna, dvojna vrata, sistem nadtlakov, filtri zraka ter sistem za ravnanje z 
odpadno vodo (3,16). 
Med kemične zadrževalne ukrepe štejemo procese, s pomočjo katerih inaktiviramo ali 
uničujemo GSO. S kemičnimi sredstvi tretiramo vse površine, raztopine in pribor, ki so prišli 
v stik z GSO. Sredstva, ki so pogosto v uporabi, so: 70-odstotni etanol, 3-odstotna raztopina 
natrijevega hipoklorita in 0,5-odstotna raztopina Apesina AP 300. Ker so to izredno 
agresivna sredstva, je pomembno, da so v primeru njihove uporabe površine v laboratoriju 
odporne na našteta razkužila (3, 11).  
Z organizacijskimi zadrževalnimi ukrepi poskrbimo za omejen dostop do zaprtega 
sistema. Vstop v laboratorij omejimo s kodo ali ključem. Če je na voljo dovolj prostora, v 
zaprtem sistemu ločimo sobo za sterilno območje, prostor za inkubacijo, pripravljanje, 
pomivanje, sterilizacijo in shrambo. Če imamo omejen prostor, smiselno razporedimo 
opremo znotraj enega prostora. Na ta način poskrbimo za varno delo in odpravimo 
nepotrebne interference med delovnim osebjem na različnih postajah. Redno pripravljamo 
izobraževanja in usposabljanja za delovno osebje z namenom seznanjanja s pravilnim 
načinom izvajanja delovnih nalog in preprečevanja neželenih dogodkov z GSO (3,16, 17). 
V zaprtem sistemu za delo z GSO nastajajo različni odpadki, ki ob neustreznem ravnanju 
lahko povzročijo sproščanje GSO v zunanje okolje in tako ogrožajo varnost biotske 
raznovrstnosti ali naravnega ravnovesja. Pri delu z GSO torej nastajajo različni tekoči in 
trdni odpadki. Med tekočimi odpadki so najpogostejša tekoča gojišča in različne raztopine, 
ki so bile v stiku z GSO in smo jih uporabljali med delom. Te odpadke razkužimo v 
ustreznem dezinfekcijskem sredstvu in po času, potrebnem za dezinfekcijo, odlijemo v lijak, 
oziroma jih avtoklaviramo. Prenos tekočih odpadkov do avtoklava poteka v zaprtih posodah. 
Med trdne odpadke, ki so bili v stiku z GSO, se uvrščajo predvsem plastični potrošni 
materiali za enkratno uporabo. Najpogosteje so to rokavice, različna trdna gojišča in ostali 
trdni materiali, ki so bili v stiku z GSO. V GSO VR2 je avtoklaviranje odpadkov nujno. 
Prenos do avtoklava poteka v tesno zaprtih vrečkah. Po avtoklaviranju deaktivirane odpadke 
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Laboratorijsko posodo in drug pribor, ki so prišli v stik z GSO, avtoklaviramo in nato damo 
v navadno pranje. Z ustreznim ravnanjem z odpadki onemogočimo, da bi GSO prišel iz 
zaprtega sistema, in tako poskrbimo za preprečitev njegovega širjenja v zunanje okolje (3, 
13). 
 
1.4.2 Uporaba celičnih kultur in zaprti sistem za delo z GSO VR2  
Celične in tkivne kulture danes zavzemajo centralno mesto v sodobnih biomedicinskih 
raziskavah. Celice v kulturi so reprezentativni modeli za preučevanje fizioloških in 
biokemijskih procesov v celici (18). Uporabljajo se tudi za testiranje in razvoj novih zdravil 
in cepiv ali za določanje učinkov toksičnih snovi in nedovoljenih učinkovin (19). 
Implementacija tehnik, kot sta celična fuzija in genska manipulacija, v celične kulture je 
omogočila razumevanje molekularne biologije, zaradi česar je na splošno genska analiza 
višjih živali vključno z ljudmi doživela razcvet. Število novih tehnologij in  industrij sta 
zrasli zahvaljujoč možnosti vstavljanja genov v prokariontske in evkariontske celice. 
Transficirane celice lahko danes rutinsko proizvajajo številne produkte, kot so inzulin, rastni 
faktor ali interferoni (20). 
S tehnologijo rekombinantne DNA kombiniramo genski material iz različnih virov in tako 
ustvarjamo GSO. Ker takšni organizmi ne obstajajo v naravi, je  z njimi potrebno delati 
previdno. Takšni organizmi namreč lahko izražajo nepredvidljive in neželene lastnosti, ki 
lahko vplivajo na varnost zdravja posameznika in seveda tudi na ekološko ravnovesje. 
Posledično se delo z GSO opravlja v zaprtem sistemu, v katerem so implementirani ustrezni 
zadrževalni ukrepi za posamezni varnostni razred, po navodilih in smernicah, katerih namen 
je ohranjanje varnosti delavcev in okolja. Spomnimo še enkrat, da je za zagon zaprtega 
sistema pomembna ocena tveganja in varnostnega razreda GSO (11). V zaprtih sistemih za 
delo z GSO lahko uporabljamo kontinuirane ali primarne celične kulture. Za nekatere 
raziskave za delo uporabljamo človeške rakave ali primarne celice, ki jih pridobimo iz 
vzorcev človeške krvi ali drugih telesnih tekočin. V takih primerih ne vemo vedno, ali so v 
vzorcih prisotni tudi povzročitelji kakšne bolezni. 
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Nevarnosti za laboratorijsko osebje izhajajo iz dejstva, da v takšnem primeru lahko pride do 
nenamerne izpostavljenosti kože ali sluznice infektivnim materialom. Izjemno previdno 
moramo ravnati s kontaminirani iglami ali drugimi ostrimi instrumenti ter paziti, da med 
postopki (vlivanje, mešanje, tresenje, centrifugiranje) ne nastajajo aerosoli. Pri ohranjanju 
varnosti in doseganju transparentnih rezultatov raziskav nam veliko pomaga dobra 
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2 NAMEN DELA 
Laična javnost izraz GSO pogosto povezuje z nečim slabim ali umetnim. To je najpogosteje 
posledica napačne interpretacije informacij s področja kmetijstva in živinoreje s strani 
medijev. Pravzaprav zelo majhno število ljudi razume zapletenost področja GSO in kakšen 
napredek omogočajo znanosti in posledično celemu človeštvu. Proučevanje GSO je 
znanstvenikom olajšalo razumevanje doslej nepojasnjenih bolezni, tako njihovega genskega 
ozadja kot tudi samih patoloških mehanizmov. GSO Ima velik pomen pri spremembi 
koncepta razvoja in proizvodnje zdravilnih učinkovin, cepiv, še posebej zdravil za napredno 
zdravljenje - ATMP (angl. advance therapy medical products). ATMP imajo velik potencial 
za prihodnost medicine. Koncept se nanaša na nova medicinska zdravila, ki uporabljajo 
gensko in celično terapijo oziroma tkivni inženiring in so uporabni za zdravljenje bolezni ali 
poškodb, kot so opekline kože, Alzheimerjeva bolezen,rak in mišična distrofija. Ker so GSO 
organizmi ustvarjeni s človeško manipulacijo, je potrebno pri delu z njimi upoštevati stroge 
previdnostne ukrepe. Nenamerno sproščanje GSO v okolje lahko poruši ekološko ravnovesje 
in povzroči katastrofo ogromnih razsežnosti. Danes številni predpisi urejajo to področje z 
namenom ohranjanja primerne stopnje varnosti tako za delavce kot tudi za okolje. Tudi na 
področju farmacije uporabljamo GSO kot modele za raziskovalno delo in za razvoj že 
omenjenih zdravil za napredno zdravljenje (ATMP). V večini primerov za raziskovalno delo 
zadostuje GSO VR1, za nekatere raziskave potrebujemo GSO, ki spada v VR2. Namen 
naloge je predstaviti smernice, pravila in zakonodajo s tega področja in poiskati najboljše 
smernice ter dobre prakse na področju dela z GSO VR2 za vzpostavitev najboljših pogojev, 
ki bodo omogočili varno in uspešno delovanje zaprtega sistema za delo z GSO VR2 na 
Fakulteti za Farmacijo Univerze v Ljubljani. 
 
Namen našega dela bomo dosegli tako, da bomo : 
 
(1) Podrobno prebrali in pregledali zakonodajo, pravilnike, brošure ter uredbe 
Ministrstva za okolje in prostor Republike Slovenije, ki ureja področje zaprtih 
sistemov za delo z GSO. Ugotovili bomo, kateri pogoji morajo biti izpolnjeni za 
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zagon laboratorija za delo z GSO VR2. Laboratorij bomo uredili v prostorih 
skupnega celičnega laboratorija, ki ga uporablja več raziskovalnih skupin in se  
nahaja v prvem nadstropju Fakultete za farmacijo Univerze v Ljubljani. 
 
(2) Na temelju prebrane literature bomo izdelali seznam potrebne opreme za delo s 
celičnimi kulturami in GSO. Na trgu, ki ponuja laboratorijsko opremo, bomo 
poiskali ustrezne modele potrebne laboratorijske opreme. Primerjali bomo njihove 
značilnosti, dimenzije in ceno. Najprej bomo z uporabo milimetrskega papirja 
izrisali razpored opreme v prostoru. Pri tem bomo upoštevali navodila avtorjev s 
področja urejanja laboratorija za delo s celičnimi kulturami in GSO. Primerjali bomo 
posamezne rešitve in ovrednotili dobre in slabe plati vsake izmed njih. Končno 
verzijo bomo potem izrisali s pomočjo računalniškega programa. 
 
 
(3) Izdelali bomo osnutek ocene tveganja za delo z GSO VR2 in na tej podlagi predlagali 
biološke, kemične, fizikalne in organizacijske zadrževalne ukrepe z namenom 
ohranjanja primerne stopnje varnosti tako za delavce kot za okolje zunaj zaprtega 
sistema za delo z GSO VR2. 
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3 MATERIALI IN METODE  
3.1 ZAKONODAJA 
Pred začetkom pisnega dela smo pregledali zakonodajo RS (pravilnike in uredbe), ki ureja 
področje zaprtih sistemov za delo z GSO. Branje zakonodaje nam je omogočilo seznanjenje 
s pravili in razumevanje pogojev, ki jih je potrebno upoštevati pri zagonu zaprtega sistema 
za delo z GSO VR2 na FFA UL. Seznanili smo se z naslednjimi pravnimi akti:  
 
o Uredba o merilih za uvrstitev dela z gensko spremenjenimi organizmi v zaprtem 
sistemu v varnostni razred in zadrževalnih ter drugih varnostnih ukrepih za 
posamezni varnostni razred, 2004, Uradni list RS, 2004, 
o Zakon o ravnanju z gensko spremenjenimi organizmi (uradno prečiščeno besedilo) -
ZRGSO UPB1, 2005, Uradni list RS, 10.3.2005, št. 23/2005, 1969-1970,  
o Pravilnik o oceni tveganja za delo z gensko spremenjenimi organizmi v zaprtem 
sistemu, 2004, Uradni list RS, 2004, št. 45/04, 1-2. 
 
 
3.2 LITERATURA  
Kot glavni vir informacij smo uporabljali literaturo, ki obravnava smernice glede postavitve 
laboratorija za celične kulture oziroma zaprti sistem za delo z GSO. Primeri enot izbrane 
literature so: 
o World Health Organization: Laboratory Biosafety Manual - Third edition, WHO, 
Geneva, 2004, 
o Freshney RI: Culture of Animal Cells: A Manual of Basic Technique 5th edition, 
John Wiley & Sons, Inc., Hoboken, New Jersey, 2005, 
Flanders Interuniversity Institute for Biotechnology, Biosafety in the laboratory, 
VIB, Zwijnaarde, 2004. 
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3.3 ISKALNE BAZE IN TERMINI 
Poleg navedenega smo kot vir informacij uporabljali splet, in sicer iskalne baze, kot so: 
o PubMed,  
o NCBI,  
o Google Scholar. 
Najpogostejši termini, ki smo ih vpisovali v iskalnik, so:  
o aseptic technique,  
o gennetically modified organisms, 
o biocontainment,  
o biosafety levels,  
o cell-culture laboratory set-up.  
 
Za filtriranje iskalnih baz smo uporabili naslednje filtre: 
o objava ni starejša od leta 1998, 
o način prikaza je: najprej celoten naslov, nato pa povzetek. 
 
V brskalnik smo najprej vnesli izbrane izraze (iz zgornjega odstavka). Nekatere iskalne baze, 
kot je na primer NCBI, ponujajo tudi možnost postavljanja dodatnega vprašanja. Včasih smo 
se posluževali tega orodja. Na primer, ko smo iskali informacije za biocontaintment, smo v 
dodatno polje napisali še “biocontaintment in cell culture laboratories” ali “biocontaintment 
within different biosafety levels”. Potem smo prebrali povzetke tistih člankov, ki so imeli 
stične točke z izrazi, vnesenimi v brskalnik. Če smo v povzetku našli informacije, ki sodijo 
v naše področje interesa, smo enoto literature prebrali v celoti in vključili tiste dele, za katere 
smo ocenili, da prispevajo h kakovosti magistrskega dela. 
 
3.4 MERJENJE DIMENZIJ PROSTORA IN OPREME 
Instrumenti in oprema: 
o merilni trak, 
o milimetrski papir v modri in oranžni barvi,
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o črn flomaster, 
o kamera mobilnega telefona, 
o AutoCad računalniški program.  
 
Uporabili smo merilni trak za merjenje dimenzij prostora, v katerem se bo izvajalo delo z 
GSO VR2. Potem smo ročno narisali skico prostora s pripadajočimi dimenzijami v 
centimetrih. Izmerili smo tudi dimenzije posameznega kosa opreme, ki ga planiramo 
umestiti v ZS GSO VR2. Na milimetrskem papirju smo proporcionalno zmanjšali (1:200) in 
izrisali laboratorij ter opremo. Uporabljali smo dve različni barvi milimetrskega papirja, in 
sicer modro in oranžno, da bi dobili večji kontrast med tlorisom in opremo. Modele opreme 
v merilu 1:200 smo potem premikali po prostoru oziroma papirju, da bi dobili najboljšo 
postavitev. Vsako kombinacijo smo potem fotografirali s kamero mobilnega telefona za 
dokumentacijo. S črnim flomasterjem smo označili tiste predmete, ki so pod ali za opremo 
in s te perspektive niso bili vidni. Končno postavitev opreme v prostoru smo izdelali s 
pomočjo računalniškega programa AutoCad. 
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
Načrtovanje strategij za vzpostavitev dobre laboratorijske prakse za delo z GSO VR2 v 
pogojih in vitro zahteva vzpostavitev primernih zadrževalnih ukrepov, izbiro primerne 
raziskovalne opreme, ki ustreza določenim standardom, pravilno postavitev opreme v 
laboratoriju in oblikovanje strategij za vzpostavljanje dobre laboratorijske prakse.  
 
4.1 ZADRŽEVALNI UKREPI ZA DELO Z GSO V ZAPRTEM 
SISTEMU 
Primerjava zadrževalnih ukrepov med varnostnimi razredi 
 
V uvodu smo navedli, kako pomembni so zadrževalni ukrepi za zagotavljanje varnosti 
zaprtega sistema in preprečevanje stika GSO z zunanjim okoljem. Vsak VR zahteva ustrezne 
zadrževalne ukrepe, ki zajemajo različne tehnične zahteve, opremo, sistem dela, ravnanje z 
odpadki in druge ukrepe. Uredba o merilih za uvrstitev dela z gensko spremenjenimi 
organizmi v zaprtem sistemu v varnostni razred in zadrževalnih ter drugih varnostnih 
ukrepih za posamezni varnostni razred (Uradni list RS 33 /2004) je pomemben dokument, s 
katerim si pomagamo pri vzpostavljanju ustrezne zadrževalne stopnje za posamezen 
varnostni razred. V spodaj podani preglednici 3, ki izvira iz predhodno omenjene Uredbe, 
so prikazane zahteve, ki jih morajo izpolnjevati celični laboratoriji prve in druge zadrževalne 
stopnje, saj je slednja nadgradnja prve. Oznaka „po izbiri“ pomeni le to, da lahko sami 
odločimo, ali bomo ta zadrževalni ukrep izvršili ali ne. Z rdečo barvo smo označili ukrepe, 
ki jih morajo izpolnjevati laboratoriji za drugo zadrževalno stopnjo. To so: 1.) površine, ki 
so odporne na vodo, kisline, baze, topila, razkužila, sredstva za dekontaminacijo in se lahko 
čistijo, 2.) avtoklav, ki se nahaja v isti stavbi kot zaprti sistem, 3.) omejen dostop in znak za 
biološko nevarnost, 4.) posebni ukrepi za nadzor nad razširjanjem aerosolov, 5.) učinkovit 
nadzor nad vektorji (npr. glodavci in žuželke), 6.) inaktivacija GSO v vseh materialih in 
odpadkih, ki so GSO ali so prišli v stik z GSO (13). 
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Preglednica III: Zadrževalni ukrepi za delo z GSO v zaprtem sistemu 2VR (povzeto po 13)  
Tehnične zahteve Zadrževalne stopnje 
1 2 
1 Laboratorijski oddelek: izolacija * ni obvezno ni obvezno 
2 Možnost zatesnitve laboratorija ob 
zaplinjenju 
ni obvezno ni obvezno 
3 Površine, ki so odporne na vodo, kisline, 
baze, topila, razkužila, sredstva za 






4 Vstop v laboratorij skozi zračno komoro** ni obvezno  
 
ni obvezno  
 
5 Podtlak glede na tlak v neposrednem okolju ni obvezno  
 
ni obvezno  
 
6 Izpust in dovod zraka v laboratorij naj bosta 
skozi filter HEPA3 
ni obvezno  
 
ni obvezno  
 
7 Delovno mesto osebe, odgovorne za 
biološko varnost 
ni obvezno  
 




na isti lokaciji, na 
kateri je laboratorij 
(on site)  
v stavbi 
9 Omejen dostop ni obvezno 
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10 Znak za biološko nevarnost po izbiri obvezno 
11 Posebni ukrepi za nadzor nad 
razširjanjem aerosolov 
ni obvezno obvezno- minimizirati 
12 Prha ni obvezno ni obvezno 





primerna zašitna obleka 
in (po izbiri) obutev  
14 Rokavice ni obvezno  
 
po izbiri 
15 Učinkovit nadzor nad vektorji (npr. 
glodavci in žuželke) 
po izbiri obvezno 
16 Inaktivacija GSO v vseh materialih in 
odpadkih, ki so GSO ali so prišli v stik z 
GSO  
po izbiri  
 
obvezno 
17 Ustrezno odstranjevanje odplak iz 
umivalnikov in prh ter v podobnih 
odplakah 
ni obvezno  
 
po izbiri  
 
18 Laboratorij mora imetisvojo opremo ni obvezno  
 
ni obvezno  
 
19 Opazovalno okno ali druga rešitev, ki 
omogoča opazovanje ljudi v laboratoriju  
 
po izbiri  
 
po izbiri  
 
 
*Izolacija: laboratorij je ločen od drugih prostorov v isti stavbi ali pa je v ločeni stavbi. 
**Zračna komora: obvezen vstop skozi zračno komoro, ki je od laboratorija izoliran prostor. 
Ista stran zračne komore mora biti ločena od strani, za katero veljajo omejevalni ukrepi, s 
prostori za preoblačenje in prhanje ter po možnosti z vrati, ki se neprepustno zapirajo. 
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4.2 POTREBNA OPREMA 
Potreba po določenem kosu opreme je včasih subjektivna. Pogosto je rezultat osebnih 
aspiracij, navad pri delu, tehničnih inovacij, trgovskega oglaševanja ali pritiska okolja. 
Resnično potrebo po določeni vrsti opreme pa določa vrsta izvajanega dela, prihranek časa, 
ki bi ga uporaba te opreme prinesla, kakovost podatkov, število delavcev, ki bi uporabljali 
določeno napravo pri delu, razmerje med razpoložljivimi sredstvi in stroški opreme (20). V 
zaprtem sistemu bo delo z GSO večinoma potekalo na celičnih kulturah. To pomeni, da 
bomo seznam potrebne opreme prilagodili zahtevam, ki jih s seboj prinaša delo z celičnimi 
kulturami.  
4.2.1 Mikrobiološka komora 
Vloga mikrobiološke komore je dvojna. 1.) Ščiti celične kulture pred okužbo, tako da 
zagotavlja aseptične pogoje dela. 2.) Ščiti operaterja pred nevarnostmi dela z GSO oziroma 
pred škodljivimi aerosoli. Aerosoli nastajajo pri naslednjih postopkih: tresenje, vlivanje in 
mešanje tekočine. Skozi leta je prvotna zasnova mikrobiološke komore doživela več 
sprememb. Implementiranje filtra HEPA (high-efficency particulate air) oziroma sistema za 
zelo učinkovito zadrževanje delcev je omogočilo odstranjevanje 99,97 % delcev premera 
0,3 μm. To dejstvo je omogočilo učinkovito odstranjevanje vseh znanih povzročiteljev 
infekcij in zagotovilo izpust zraka brez mikrobov (11, 19).  
V notranjosti komore se začne kroženje zraka v sprednji odprtini. Zrak kroži pod delovno 
površino komore do vrha, vse do zadnjega plenuma. Tam 70 % zraka zaokroži skozi glavni 
filter HEPA, ki potem zagotavlja zračni pretok znotraj mikrobiološke komore nad delovno 
ploščo. Preostalih 30 % zraka izstopi skozi filter HEPA za odvajanje zraka izven sistema. 
Tukaj obstajata dve možnosti. Po prvi gre izčrpani filtrirani zrak nazaj v prostor, v katerem 
se nahaja sama komora. Druga opcija je možna v primeru, da ima zaprti sistem oziroma 
laboratorij na voljo posebne cevi, skozi katere se izpušča zrak do zunanjega prezračevalnega 
sistema. Pretok zraka v komori prikazuje slika 2 (22).  
Razlikujemo tri razrede mikrobioloških komor, in sicer mikrobiološko komoro I, II in III. 
Posamezna številka komore ustreza različnim raziskovalnim in kliničnim potrebam. Za delo 
v zaprtem sistemu z GSO VR2 zadostuje mikrobiološka komora II, saj je v njej 
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možno opravljati delo z materiali, kot so celične kulture, pridobljene iz primatov, z virusi 
okužene celične linije, kancerogeni in toksični reagenti ali radioizotopi (11, 19). 
 
Slika 2 (prirejeno po 22): Pretok zraka v mikrobiološki komori 
Rdeče puščice označujejo zrak, ki vstopa v sistem in kroži pod delovno ploščo do vrha, vse do 
zadnjega plenuma. Modre puščice označujejo zrak, ki je bil filtriran skozi filter HEPA in nato izstopa 
iz sistema (30%) ali pa nadaljuje pot kot pretok zraka v komori (70%). 
Pri nakupu mikrobiološke komore je koristno upoštevati naslednja navodila:  
1)  Mikrobiološka komora mora biti dovolj velika, z delovno površino velikosti vsaj 1200 
mm (širina) × 600 mm (globina). 
2) Mora biti tiha, saj so hrupne komore utrujajoče za uporabnika. 
3) Pomembno je, da se zlahka čisti (sprednji zaslon mora biti mogoče dvigniti, spustiti ali 
popolnoma odstraniti, da se olajša čiščenje in ravnanje z velikimi aparaturami). 
4) Udobna za izvajanje dela (dovolj prostorna za kolena in noge uporabnika, brez motečih 
luči ali dodatkov, ki bi mu lahko zakrivali vidno polje) (20). 
 
Mikrobiološka komora učinkovito ščiti delavce, okolje in material le, če je pravilno 
uporabljena. Smernice, ki naj bi pomagale pri ustrezni uporabi mikrobiološke komore, so: 
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1) Pred začetkom dela je potrebno temeljito izdelati plan dela in zbrati ves potreben 
material. 
2) Pred začetkom dela pustimo, da mikrobiološka komora deluje vsaj 10 minut in z UV 
svetlobo dekontaminira površino. 
3) Pred začetkom dekontaminiramo delovno površino in rešetke za dovod zraka z 
razkužilom, kot je na primer 70-odstotni etanol. 
4) V komoro položimo samo materiale in opremo, ki so nujno potrebni za izvajanje 
dela. 
5) Nikoli ne smemo postavljati predmetov nad sprednje ali zadnje rešetke za dovod 
zraka. 
6) Vedno delamo po konceptu “od čiste do umazane strani“. Na „umazano“ stran damo 
majhno posodo za kontaminirane predmete, na primer uporabljene nastavke pipet 
(slika 3). 
7) Roke premikamo počasi in na način, ki zmanjšuje motnje pretoka zraka. 
8) Vsa dejanja opravljamo dovolj globoko znotraj komore in pazimo, da so predmeti 
ves čas v celoti znotraj komore. 
9) Prepovedana je uporaba gorilnika znotraj mikrobiološke komore, saj lahko povzroča 
turbulenco v zračnem pretoku. 
10)  Po končanem delu vsem materialom pred odstranitvijo iz komore dekontaminiramo 
zunanjo površino. 
11)  Po končanem delu dekontaminiramo delovno površino in rešetke za zračni pretok. 
12)  Pred dokončnim izklopom pustimo, da komora deluje še 5 minut z UV sterilizacijo 
površin (2). 
 




Slika 3 (prirejeno po 19): Notranjost mikrobiološke komore 
Princip dela „od čiste do umazane strani“. Na levi strani imamo prostor za čiste reagente in 
medije, lahko dosegljive za pipetiranje. Centralni del komore pustimo dovolj širok in vanj 
umestimo posode s celičnimi kulturami. Tekoče odpadke odstranjujemo s črpalko za tekoče 
odpadke (opisano v razdelku 4.2.6). Na desni strani bližje sredini umestimo pipetor in 
nastavke. Na desni strani se tudi nahaja vrečka z oznako „biološka nevarnost“, v katero lahko 
odvajamo kontaminirane materiale, in ena manjša posodica, v katero odvržemo uporabljene 
nastavke pipet. Levičarjem komoro prilagodimo tako, da opisano postavitev obrnemo (19).  
 




Inkubator zagotavlja primerno okolje za rast celic, saj posnema pogoje v telesu, iz katerega 
so celice izolirane. Na trgu razlikujemo med inkubatorji, ki omogočajo samo nastavitev 
temperature, in inkubatorji, ki omogočajo nastavitev temperature in kontroliranje vsebnosti 
CO2 (19). 
V inkubatorju je potrebno zagotoviti enakomerno temperaturo, zato imajo inkubatorji okoli 
komore vodni plašč. Značilni so po svoji lastnosti enakomernega razporejanja toplote okoli 
komore, pri čemer se v njej preprečuje nastanek hladnih točk. V primeru okvare grelca ali 
izpada električne energije inkubatorji z vodnim plaščem dolgo ohranjajo doseženo 
temperaturo (20). 
Nadzor nad vlažnostjo atmosfere v komori inkubatorja dosežemo s pladnjem, v katerega 
nalijemo sterilno destilirano vodo. Izhlapevanje vode ustvari primerno vlažnost.  
Celične linije sesalcev zahtevajo razen vlažnosti tudi določeno koncentracijo CO2 v 
atmosferi rastne komore. Vsebnost CO2 v rastni komori kontrolira senzor CO2, sistem za 
uravnavanje CO2 pa v primeru padca koncentracije CO2 pod določeno raven vpihava  ta plin 
nazaj v komoro. Zrak v takšnem inkubatorju kroži z naravno konvekcijo ali z uporabo 
ventilatorja, ki zagotavlja, da sta ohranjeni ustrezna raven CO2 in temperatura. 
Velikost inkubatorja je odvisna od števila ljudi, ki ga uporablja, in od velikosti vzorcev, ki 
je odvisna od tipa poskusov. Optimalen inkubator mora biti dovolj velik, in sicer približne 
velikosti ∼50–200 L po osebi, ki opravlja delo v laboratoriju (20). Inkubator lahko 
napolnimo samo do mere, ki še omogoča ustrezno cirkulacijo zraka ter nadzor nad 
temperaturo do ± 0,2 ° C. Inkubator mora imeti tudi varnostni termostat, ki reagira v primeru 
pregrevanja. Notranja površina komore inkubatorja mora biti odporna proti koroziji in 
enostavna za čiščenje (20). Čiščenje inkubatorja je bistvenega pomena za zmanjšanje 
tveganja kontaminacije celičnih kultur (19). 
 




Centrifugiranje je pomembna in uporabna raziskovalna tehnika v biokemiji, celični in 
molekularni biologiji ter v medicini (23). Pri delu s celičnimi kulturami je centrifuga 
izrednega pomena, saj omogoča ločevanje celic od starega gojišča med pasažo. Olajša tudi 
zbiranje celičnih produktov, kot so različna protitelesa in proteini. Za celične kulture 
običajno uporabljamo centrifugiranje pri nizkih obratih, saj morajo celice ostati žive. V 
večini primerov uporabljamo hlajene centrifuge (24). Pri vrtenju centrifuge običajno 
nastajajo manjše količine aerosolov, kar povečuje možnost kontaminacije celičnih kultur in 
drugih vzorcev v laboratoriju. Tveganje se še dodatno poveča, če pokrovi niso ustrezno 
zatesnjeni ali je centrifuge težko očistiti (24). 
Ker je temeljni izziv vsakega celičnega laboratorija oziroma zaprtega sistema za delo z GSO 
izogibanje kontaminaciji, je potrebno v takšnih sistemih uporabljati posebne centrifuge. Za 
potencialno patogene vzorce uporabljamo centrifuge, ki dobro tesnijo. Za GSO VR2 pa je 
priporočljivo, da uporabimo posebne pokrove, ki dodatno preprečujejo širjenje aerosolov. 
Poudarek je tudi na uporabi visokokakovostnih epruvet za centrifugiranje, ki jih 
centrifugiramo samo znotraj intervala sile, za katero so proizvedene. Prav tako je potrebno 
uporabljati adapterje za posamezne velikosti epruvet za centrifugiranje, da zmanjšamo 
premikanje tubic in zagotovimo ustrezno podporo med pospeševanjem oziroma 
upočasnjevanjem. Priporočljiv je prozoren pokrov čez nastavke za centrifugo, saj tako hitro 
opazimo neželeni dogodek, kot je lom ali uhajanje tekočine (25). Primer takšne centrifuge 
je Thermo Scientific™ Sorvall™ ST 16 Centrifuge Series (slika 4). 
 




Slika 4 (prirejeno po 26): Thermo Scientific™ Sorvall™ ST 16 Centrifuge Series nihajni rotor s 




4.2.4 Vodna kopel 
Vodna kopel se uporablja za odtajevanje vzorcev, segrevanje reagentov in včasih za izvedbo 
določenih reakcij, ki so odvisne od ustrezne temperature. Najpogostejše temperature, do 
katerih segrevamo vodne kopeli, so med 60 in 100 stopinj Celzija (ºC). Za sesalske celične 
linije uporabljamo temperaturo 37 ºC. Ker voda zelo dobro zadržuje toploto, so vodne kopeli 
prvotno uporabljali kot inkubatorje (25). 
Voda ni vedno edina izbira tekočine za vodno kopel. Izbiro prilagajamo zahtevanem 
temperaturnem območju in potrebni viskoznosti tekočine. Poleg vode se pogosto uporablja 
tudi olje, še posebej če je zahtevana temperatura nad 110 ºC (28). Za ohranjanje aseptičnih 
pogojev pa vodo v kopelih lahko nadomestimo s prevodnimi kroglicami in tako zmanjšamo 
možnost kontaminacije (slika 5) (25). V nadaljevanju omenjamo nekaj smernic, ki jim je 
potrebno slediti za varno delo z vodno kopeljo: 
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1. Vodno kopel postavimo na dovolj stabilno površino, daleč od vnetljivih 
materialov. 
2. V primeru pirofornih reakcij ali reakcij, ki so občutljive na vlago, se izogibamo 
uporabi vodne kopeli. 
3. Ne segrevamo tekočino vodne kopeli nad dovoljeno zgornjo temperaturno mejo. 
4. S ciljem preprečitve nalaganja soli na grelnik vodno kopel polnimo samo z 
destilirano vodo, pri čemer pogosto preverjamo njen nivo.  
5. Pokrov ustrezno zapiramo, da bi se izognili izhlapevanju in ohranimo 
temperaturo. 
6. Za preprečitev rasti mikroorganizmov dodajamo razkužilo. 
7. Enkrat na teden je potrebno dvigniti temperaturo nad 90 °C za pol ure, saj tako 
izvajamo dekontaminacijo.  
8. Za označevanje uporabljamo vodoodporne markerje, saj se v vodnih kopelih 
oznake lahko izperejo (27).  
 
Slika 5 (prirejeno po 28): Prevodne kroglice za vodno kopel 
 
4.2.5 Hladilniki in skrinje 
Za delo v celičnem laboratoriju je priporočljivo imeti vsaj 1 hladilnik za shranjevanje gojišč, 
fiziološke raztopine in ostalih osnovnih reagentov, ki jih potrebujemo za vzdrževanje 
celičnih kultur. Za te potrebe običajno zadostuje hladilnik za gospodinjstvo. Temperaturno 
območje v takšnem hladilniku je od 2 °C do 7 °C. 
Tak hladilnik je enako učinkovit, a  bistveno cenejši od posebne laboratorijske opreme. 
Nakup boljšega hladilnika določene laboratorijske znamke je nujen takrat, kadar je potrebna 
sledljivost temperature oziroma temperaturnih nihanj. To je potrebno tudi v primerih, ko 
delamo z dragimi reagenti, oziroma v primerih, ko imamo shranjene klinične vzorce, kot so 
vzorci krvi in biopsije, ali vzorce, vključene v kakšno raziskovalno študijo. V celičnem 
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laboratoriju potrebujemo tudi zamrzovalnike zaradi hranjenja reagentov za tkivne in celične 
kulture. Način in temperatura hranjenja sta odvisna od reagentov, ki jih imamo v zaprtem 
sistemu. Nakup zamrzovalnikov za gospodinjstvo pride v poštev z ekonomskega vidika, v 
kolikor je njihova učinkovitost primerljiva laboratorijskim. Izbira temperature 
zamrzovalnika sega od -20 °C do 0 °C. V primeru uporabe zelo dragih reagentov in  večjega 
tveganja potencialne škode ob eventualni okvari cenejšega gospodinjskega zamrzovalnika, 
priporočamo odločitev za nakup boljšega zamrzovalnika laboratorijske znamke (20). 
Za dolgoročno ohranjanje gojenih celic in za celične banke uporabljamo metodo 
shranjevanja v tekočem dušiku, zato je za celični laboratorij pomembno, da ima dostop do 
kriogenih posod. Takšno odlagališče omogoča hranjenje celic in ohranjanje njihovega 
izhodiščnega stanja tudi do nekaj let. Za zamrzovanje večine sesalskih celic se uporablja 
stopnja zamrzovanja od 1-3 °C na minuto, dokler se ne doseže končna temperatura -70 °C. 
Pred zamrzovanjem je potrebno ustrezno pripraviti celične kulture, saj med zamrzovanjem 
pogosto pride do tvorbe ledu in kristalov, tako zunaj kot tudi znotraj celice, ter dehidracije, 
kar posledično vpliva na nastanek celičnih poškodb. Zaradi tega celicam dodajamo 
krioprotektant, ki jih varuje pred poškodbami. V uporabi sta najpogosteje DMSO in glicerol. 
Celice potem postavimo v plastične krioviale z navojnim pokrovom in jih po zamrznitvi 
shranimo v tekoči dušik ali parno fazo tekočega dušika, odvisno od potrebne temperature za 
določeno celično linijo (29). 
 
4.2.6 Črpalka za tekoče odpadke 
Za odstranjevanje porabljenega gojišča ali drugih raztopin iz posod za gojenje celic v 
laboratorijih večinoma uporabljamo pipete. Črpalka za tekoče odpadke z nastavki pa nam 
delo olajša in prihrani čas (20). Takšna črpalka ustvarja nizek tlak v steklenici, predvideni 
za zbiranje tekočih odpadkov, in na ta način omogoča aspiracijo tekoče vsebine. Vakuum 
mora biti natančno uravnan, zadosten za omogočanje primerne aspiracije, vendar obenem 
ne premočan (30). Posoda za zbiranje tekočih odpadkov mora biti nepredušna in napolnjena 
z dezinfekcijskim sredstvom. Mora imeti hidrofobni filter, ki prepreči izpuščanje aerosolov 
v prostor (20). Novejše črpalke na trgu imajo plastične pokrove z nastavki za cevi, ki jih 
nataknemo na Pasteurjeve pipete, in nastavke za senzorje, ki detektirajo nivo tekočine. Na 
voljo so tudi hitre in samozapiralne zaklopke in hidrofobni filtri za optimalno varnost med 
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delom (30,31). Črpalke so najpogosteje nameščene pod ali poleg mikrobiološke komore 




Slika 6 (prirejeno po 31): Črpalka za tekoče odpadke “Aspirator Integra“ 
 
4.2.7 Avtoklav 
Vsi aparati in tekočine, ki pridejo v stik s kulturo ali drugimi reagenti, morajo biti 
sterilizirani. Avtoklav je potreben tudi za deaktivacijo GSO. 
Postopki sterilizacije niso namenjeni samo uničevanju množečih se mikroorganizmov, 
ampak tudi odstranjevanju odpornih spor. Izbira metode sterilizacije je v veliki meri odvisna 
od stabilnosti predmeta pri visokih temperaturah (20). Parna sterilizacija je danes 
najpogosteje uporabljena metoda sterilizacije in se izvaja z avtoklavom. Avtoklav uporablja 
paro pod pritiskom z namenom doseganja višjih temperatur, ki jih ni mogoče doseči z 
vretjem vode pri atmosferskem tlaku. Pod pritiskom voda prehaja v parno agregatno stanje 
in doseže temperaturo nad 130 °C. Prav izpostavljenost tej visoki temperaturi in pritisku  v 
določenem času zagotovi sterilnost predmetov, na katerih ni mikroorganizmov ali spor (32). 
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4.2.8 Transportni sistem za GSO 
Če se sistem za inaktivacijo GSO nahaja v drugem prostoru, bomo potrebovali transportni 
sistem za GSO. V nobenem primeru ne sme priti do razlitja ali kakšnega drugega sproščanja 
GSO, zaradi česar bomo med transportom uporabljali nepredušne zaprte embalaže, v katerih 
bomo prevažali GSO do predvidenega mesta za inaktivacijo. Če pot od zaprtega sistema do 
mesta za inaktivacijo poteka po obremenjenih hodnikih, dvigalih in stopniščih, moramo biti 
še bolj pazljivi. Če je le mogoče, se takšnim potem raje izogibamo. Enako velja za 
shranjevanje GSO. V primeru, da GSO ne hranimo v istem prostoru, v katerem jih tudi 
precepljamo in gojimo, moramo poskrbeti za skrajšanje poti prenosa in za varnost prenosa z 
uporabo nepredušno zaprte embalaže (3). 
 
4.2.9 Invertni mikroskop 
Kljub pomembnemu napredku kvantitativne analize gojenih celic in molekulskih sond je še 
vedno ključnega pomena redno pregledovanje kultur. Morfološka sprememba je pogosto 
prvi znak poslabšanja kulture. V laboratoriju s celičnimi kulturami največkrat gledamo žive 
celice v gojitveni posodici, ki je prevelika, da bi jo lahko opazovali s klasičnim 
mikroskopom. Prav zaradi tega je v celičnem laboratoriju pomemben kos opreme invertni 
mikroskop (25). Pri invertnem mikroskopu gre za nekoliko drugačen razpored optičnih 
elementov, kot je to pri pokončnem mikroskopu. Ločljivost in občutljivost invertnega 
mikroskopa sta v bistvu enaka kot pri pokončnem mikroskopu. Zato s pomočjo invertnega 
mikroskopa dobimo odlične visokoločljive slike (33).  
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4.3 POSTAVITEV ZAPRTEGA SISTEMA ZA DELO Z GSO VR2 
Načrtovanje zaprtega sistema za delo z GSO VR2 in celičnimi kulturami zahteva resen 
pristop, ki vključuje skrbno načrtovanje prostora. Ena izmed glavnih zahtev, ki je značilna 
za takšen sistem, je potreba po vzdrževanju asepse. Vzdrževanje asepse bo lažje, če delovno 
območje zaprtega sistema razdelimo na različna področja, in sicer sterilno območje, prostor 
za inkubacijo, pripravljanje, pomivanje, sterilizacijo in hrambo (20). Na sliki 7 je prikazan 
tloris 1. nadstropja Fakultete za Farmacijo, Univerze v Ljubljani (FFA UL). Z rdečim 
krožcem smo označili prostor, ki je predviden za zaprti sistem za delo z GSO VR2 in 
celičnimi kulturami. Na sliki 8 je zaradi lažjega pregleda prikazan povečan del predvidenega 
prostora. 
 
Slika 7: Tloris 1. nadstropja FFA UL 








Slika 8: Povečan del tlorisa, zaprti sistem za delo z GSO VR2 in celičnimi kulturami na FFA UL. 
Prostor z rdečim krogcem je predviden za zaprti sistem za delo z GSO VR2. 
 
 
4.3.1 Navodila za razpored 
V primerih, ko je za takšen sistem na voljo le ena soba, je potrebno ravnati po načelu 
sterilnega gradienta. To pomeni, da območje za sterilno delo pripravimo na enem koncu 
prostora, ki naj bo najbolj oddaljeno od vrat. Na drugem koncu prostora umestimo prostore 
za pomivanje in sterilizacijo. Vmes pa je prostor za pripravo, hrambo in inkubacijo. Zaželeno 
je, da prostor za pripravo umestimo v bližini prostorov za pomivanje in sterilizacijo. 
Poskrbeti moramo tudi, da so prostor za shranjevanje in inkubatorji v bližini sterilnega 
območja zaradi lažje izvedbe dela (20). Pomembno je tudi, da izvajano delo ostane omejeno 
na določene organizme (v našem primeru GSO VR2) (20). Prostor za inkubacijo ima 
podobne zahteve kot prostor za sterilno delo. Zadostujejo čist zrak, nizka stopnja motenj in 
minimalen promet (20). Posledično je smiselno, da v našem primeru združimo ta dva 
prostora. Deaktivacijo in sterilizacijo trdnih odpadkov in predmetov, ki so bili v stiku z GSO, 
bomo izvajali z avtoklavom. Avtoklavi med delom ustvarjajo toploto, zato jih je 
priporočljivo umestiti na zunanjo steno stavbe zaprtega sistema, v kateri se nahajajo. S tem 
omogočamo lažje odvajanje nastale odvečne toplote iz avtoklava (20). Ker želimo ohraniti 
čim večjo stopnjo varnosti in onemogočiti širjenje takšnih organizmov zunaj sistema, bi bilo 
idealno izvajati sterilizacijo v istem prostoru, v katerem se bo izvajalo tudi delo z GSO in 
celičnimi kulturami.
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Soba, predvidena za sterilno delo z GSO in celičnimi kulturami, inkubacijo in sterilizacijo, 
je označena s številko 1 na sliki 9. Pred zaprtim sistemom za delo z GSO VR2 se nahajajo 
obstoječi laboratoriji zaprtega sistema za delo z GSO VR1. Pred laboratorijem zaprtega 
sistema GSO VR2 je prostor za pripravo in pomivanje. Ta prostor je priporočljivo umestiti 
čim dlje od prostora, v katerem se gojijo celice in se izvaja delo z GSO (20). To storimo 
zato, ker se vlaga in toplota, ki nastajajo med delom, težje odvajata in pri tem lahko 
povzročata motnje v zračnem pretoku. Zaželeno je, da je prostor za pomivanje večji, saj v 
njem izvajamo namakanje steklovine ter hranimo pralni in sušilni stroj, ki sta načeloma 
večjih dimenzij. V tem prostoru se nahaja tudi umivalnik ter pulti, na katerih se razvrščajo 
pipete in se izvaja pakiranje oziroma zapiranje paketkov za sterilizacijo. Ker za zbiranje 
umazane steklovine pogosto uporabljamo vozičke, je pomembno tudi ohraniti dovolj 
prostora za shranjevanje takšnih vozičkov. Prostor, označen s številko 2 na sliki 9, je ustrezne 
velikosti tudi za takšne potrebe in bi zato lahko bil primerljiv z idealnim prostorom za 
pomivanje in pripravo v zaprtem sistemu, kot ga opredeljuje literatura (20). Shramba, v 
kateri hranimo različne reagente, rokavice, vrečke, posode, pipete, različne manjše aparate 
in filtre, se nahaja v sobi številka 3 na sliki 9. Tukaj se nahaja garderoba, v kateri se zaposleni 
oziroma študenti preobuvajo in ustreza opisu iz literature (20). V takšnem prostoru bi v 
teoriji lahko naredili tudi omarice za shranjevanje predmetov, ki sodijo v shrambo. Poleg 
tega se v sobi 3 trenutno nahajajo tudi celične banke. Res je, da bi morali hraniti posode s 
tekočim dušikom v posebnem prostoru, saj tekoči dušik ne bi smel biti v laboratorijih. 
Slednji namreč izpodriva zrak in s tem potencialno ogroža varnost zaposlenih. Tudi zaradi 
predpisov o varnosti pri delu bi bilo smotrno najti primernejši prostor. Nadalje, da bi 
zmanjšali prenose materialov med različni prostori in prehajanje med zaprtim sistemom 
GSO VR2 in sosednjimi prostori, ki pripadajo GSO VR1, bomo en del pufrov in gojišč 
hranili tudi v sobi 1 (zaprtem sistemu za delo z GSO VR2) v hladilniku. Idealno bi bilo, če 
bi CO2 jeklenke, ki so potrebne za delovanje inkubatorja, hranili v garderobi. Problem pa je, 
da bi v tem primeru morali urediti inštalacije in zmotiti delo v zaprtem sistemu GSO VR1. 
Posledično smo se odločili jeklenke CO2 hraniti v sobi 1, in sicer v prostoru za delo z GSO 
VR2  
 




Slika 9: Tloris zaprtega sistema za delo z GSO VR2 s pripadajočimi prostori za predvideno delo: 
(1) Prostor za delo z GSO VR2 (sterilno delo in inkubacija- višja varnostna stopnja zaprtega sistema 
za delo z GSO) (2) obstoječi zaprti sistem GSO VR, prostor za pomivanje in pripravo (3) obstoječi 
zaprti sistem za delo z GSO VR1, shramba, garderoba. 
 
4.3.2 Razpored opreme znotraj zaprtega sistema 
Teoretična izhodišča za postavitev laboratorijske opreme 
 
Ko smo se odločili za funkcijo posamezne sobe, je prišlo na vrsto razporejanje opreme 
znotraj prostora. Izmerili smo dimenzije sobe, v kateri se bo izvajalo delo (številka 1 slika 
9). Na sliki 10, podani spodaj, je prikazana ročno narisana skica s pripadajočimi dimenzijami 
v centimetrih. Izmerili smo tudi dimenzije posameznega kosa opreme, ki ga planiramo 
umestiti v sobo. V preglednici 4 se nahaja seznam potrebne opreme s pripadajočimi 
dimenzijami v milimetrih. 
 
 





Slika 10 Ročno narisana skica prostora za delo z GSO VR2 s pripadajočimi dimenzijami v cm. 
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Preglednica IV: Seznam opreme s pripadajočimi dimenzijami v milimetrih (mm) 
Oprema         Dimenzije [mm] 
 
Širina Globina Višina 
komora LAF Iskra Pio M12 
 
1340 790 2220 
CO2 Inkubator  680 785 870 
prostor za jeklenke 600 270 1620 
centrifuga Hettich Universal 320 407 698 346 
avtoklav Certoclav 22 L 650 500 430 
prostor za invertni mikroskop 261 550 494 
vodna kopel Memmert MM-WNB 10 
 
210 350 140 
hladilnik z zamrzovalnikom ThermoFisher  595 695 1650 
črpalka za odstranjevanje tekočin  
 
200 250 550 
zabojnik za biološke odpadke 400 335 640 
zabojnik za navadne odpadke  330 330 710 
 
Za pravilno in varno uporabo zaprtega sistema je pomembna ustrezna postavitev opreme v 
prostoru. Na voljo mora biti dovolj prostora za vso potrebno opremo in delovno osebje. 
Nujno je imeti dovolj velika vhodna vrata, da v laboratorij lahko namestimo vso predvideno 
opremo za delo (34). Mikrobiološka komora mora biti oddaljena od vrat in glavnih 
prehodnih poti, da bi se zmanjšali možnost motnje zračnega pretoka. Podobno je s CO2 
inkubatorjem, ki za optimalno delo zahteva nizko stopnjo motenj oziroma minimalen 
promet. Jeklenke s CO2, ki jih zahteva takšen inkubator, se redno polnijo in je zato smiselno, 
da se nahajajo v bližini vrat in so zlahka dostopne dostavnim vozičkom. Nadalje, vibracije, 
ki jih proizvaja centrifuga, lahko motijo delo osebe, ki pregleduje kulture z mikroskopom. 
Zato je priporočljivo, da centrifugo namestimo na ločenem podstavku za centrifugo, stran 
od mikroskopa. Znano je tudi, da centrifuge povzročajo zračno turbulenco in se zato ne 
smejo nahajati pred mikrobiološko komoro (34). 
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 V zaprtem sistemu GSO VR2 imamo opravka z nevarnimi snovmi, iz katerih med delom 
občasno nastajajo odpadki. Nastale odpadke je potrebno pravilno ločiti, še preden jih 
deaktiviramo v avtoklavu. To pomeni, da moramo v zaprtem sistemu imeti zabojnik z 
oznako biohazard oziroma zabojnik za biološke odpadke. Planiramo imeti tudi zabojnik za 
navadne odpadke, saj se med delom običajno uporabljajo različni kartoni, plastika in 
embalaže. Za udobno oziroma lažjo organizacijo dela bi bilo smiselno, če bi ta dva zabojnika 
namestili čim bližje mikrobiološki komori. V istem prostoru bomo imeli tudi hladilnik z 
zamrzovalnikom za hranjenje gojišč in pufrov, saj bomo tako zmanjšali prenos materialov 
iz drugih prostorov. Pri postavitvi hladilnika v prostor je potrebno biti zelo pozoren na 
dejstvo, da vrata hladilnika in ventilator kompresorja ustvarjata prah in prepih, ki lahko 
včasih raznaša kontaminante, zato ga je treba umestiti proti nesterilnem delu sobe. Na sliki 
11 je prikazan tloris predlagane postavitve celičnega laboratorija s pripadajočimi kosi 
opreme, katero je osmislila Scott s sodelavci (34). Čeprav ne gre za popolnoma enak seznam 
potrebne opreme in obseg dela kot v zaprtem sistemu za delo z GSO VR2 in celičnimi 
kulturami na FFA UL, je tloris služil kot izhodišče za našo postavitev. 
 
 
Slika 11 (prirejeno po 34): Razpored opreme v prostoru 
(A- mikrobiološka komora, B-pult C-namizni inkubator, D- talni (stoječi) inkubator, 
E- centrifuga, F- CO2 inkubator, G- voziček, H- umivalnik, I-mikroskop) 
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Pri urejanju laboratorija smo sledili tudi smernicam za ureditev enostavnega zaprtega 
sistema za delo s celičnimi in tkivnimi kulturami, ki je predviden za delo dveh do treh oseb 




Slika 12 (prirejeno po 20): Tloris predlagane postavitve enostavnega zaprtega sistema za delo s 
celičnimi in tkivnimi kulturami, predvidenega za delo dveh do treh oseb 
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4.3.3 Različne postavitve laboratorijske opreme v prostoru, ki je na razpolago za zaprti 
sistem GSO VR2 na FFA UL 
Da bi dobili realističen občutek velikosti predmetov in prostora, smo na oranžnem 
milimetrskem papirju s svinčnikom izrisali tloris in stranski pogled sobe v merilu 1 : 200, v 
katero nameravamo postaviti opremo s seznama (preglednica 4). Potem smo iz 
milimetrskega papirja izrezali dvodimenzionalne modele opreme. Tokrat smo za modele 
opreme uporabili modri milimetrski papir, da bi dobili večji kontrast med tlorisom in 
opremo. S poševnimi črnimi črtami smo označili tiste predmete, ki so pod opremo ali za 
opremo in s te perspektive niso bili vidni. Opremo smo premikali po prostoru oziroma po 
papirju, da bi dobili najboljšo postavitev. Vsako kombinacijo smo potem fotografirali za 
dokumentacijo.  
 
Slika 13: Tloris postavitve 1 
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Postavitev 1 (Slika 13): Prostor za jeklenke je poleg vrat, da se olajša dostava jeklenk. 
Zabojniki za biološke in navadne odpadke v bližini mikrobiološke komore omogočajo 
udobno delo. Na polici nad zabojniki se nahaja avtoklav (22 L), v katerem bomo sterilizirali 
oziroma deaktivirali odpadke, ki nastajajo v zaprtem sistemu GSO VR2. Sterilizacija 
oziroma deaktivacija znotraj sistema omogoča višjo stopnjo varnosti, saj se tako zmanjša 
prenašalna pot, pri katerih vedno obstaja možnost nenamernega sproščanja in posledično 
širjenja GSO v okolje. Res je, da bi večji avtoklav zagotovo olajšal delo v zaprtem sistemu 
za delo z GSO VR2, a smo v našem primeru bili žal omejeni z majhno kvadraturo prostora, 
v katerega je bilo potrebno umestiti vso potrebno opremo. Večji avtoklav zavzame več 
prostora, poleg tega pa bi bila potrebna dodatna gradbena dela, da bi naredili odtok in 
napeljali vodo, ki jih takšen avtoklav potrebuje. Zaradi teh razlogov smo se odločili za 
kompromis in izbrali največji avtoklav (Certoclav 22 L), ki ima vodni rezervoar in ne 
potrebuje priključevanja na vodo. Izračunali smo oceno trenutne količine odpadkov in dobili 
podatke za 80 L / 5 dni, kar pomeni povprečno 16 L odpadkov / dan = 1 avtoklaviranje / dan. 
Za ta namen zadostuje 22-litrski avtoklav. V primeru, da bi na neki točki količina odpadkov 
presegala kapacitete izbranega avtoklava, bi rešitev problema lahko predstavljal skupni 
avtoklav, nameščen v stavbi FFA. Prenos do tega mesta bi seveda potekal v posebnih zaprtih 
posodah, ki bi onemogočal širjenje GSO izven zaprtega sistema. Zadrževalni ukrepi bi bili 
še vedno izpolnjeni, saj se avtoklav nahaja v isti stavbi, v kateri je zaprti sistem, kar je v 
skladu z zahtevami Uredbo o merilih za uvrstitev dela z GSO v zaprti sistem v varnostni 
razred in zadrževalnih ter drugih varnostnih ukrepih za posamezni varnostni razred. Dovolj 
prostora je na voljo za udobno mikroskopiranje in delo v mikrobiološki komori. Hladilnik 
je zadosti oddaljen od komore, da bi se izognili stiku s potencialno kontaminiranim zrakom, 
ki ga ustvarja ventilator kompresorja. Glede centrifuge in inkubatorja je pomembno, da sta 
na ločenem pultu, saj centrifuga proizvaja vibracije, ki lahko neugodno vplivajo na 
inkubacijo celic. Okrog vsakega kosa opreme je na voljo dovolj prostora za čiščenje.  
 




Slika 14: Stranski pogled postavitve 1 (levo od vhoda) 
 
 




Slika 15: Tloris postavitve 2 
 
Postavitev 2 (slika 15). Ta postavitev je zelo podobna postavitvi iz predhodnega primera. 
Razlikujeta se v lokacijah mikrobiološke komore in zabojnikov oziroma avtoklava. V 
postavitvi 2 je mikrobiološka komora postavljena v kot prostora. Problem predstavlja 
dostopnost vogalov za temeljito čiščenje. Obstaja možnost, da se bodo kopičile nečistote in 
prah, kar bo neugodno vplivalo na ohranjanje aseptičnih pogojev v zaprtem sistemu. Za 
ostalo opremo velja kot pri postavitvi 1.  
 




Slika 16: Stranski pogled postavitve 2 (stena levo od vhoda) 
 




Slika 17: Tloris postavitve 3 
 
Postavitev 3 (slika 17). V postavitvi 3 je prostor za jeklenke na drugi strani vrat, levo od 
vhoda. Zopet je postavljen poleg vrat s ciljem olajšanja dostave jeklenk. Desno od vhoda se 
nahajajo zabojniki za navadne in biološke odpadke. Nad zabojniki je polica, na kateri se 
nahaja avtoklav. Dovolj prostora je na voljo za udobno mikroskopiranje in delo v 
mikrobiološki komori. Na njihovi nasprotni strani se nahajajo vodna kopel, CO2 inkubator, 
centrifuga na ločenem pultu in hladilnik z zamrzovalnikom v samem kotu. Hladilnik je 
zadosti oddaljen od komore, da bi se izognili stiku s potencialno kontaminiranim zrakom, ki 
ga ustvarja ventilator kompresorja. V tej postavitvi nas skrbi več dejstev. Za udobno delo je 
pomembno, da sta zabojnika v bližini mikrobiološke komore. V tej postavitvi sta zabojnika 
morda preveč oddaljena od mikrobiološke komore, kar bo rezultiralo s tem, da bo delavec 
moral prekiniti delo zaradi odlaganja odpadkov. Vprašljiva je tudi postavitev avtoklava. 
Potrebno bi bilo preveriti, če je notranja stena dovolj močna za postavitev police nad 
zabojniki, na kateri se bo nahajal avtoklav. 




Slika 18: Končna postavitev opreme v prostoru s pomočjo računalniškega programa AutoCad 
Med vsemi postavitvami smo kot optimalno izbrali postavitev 1 (slika 13), za katero smo 
ugotovili, da najbolj ustreza našim prostorskim razmeram. Dostava jeklenk bo olajšana, saj 
se prostor za jeklenke nahaja čisto zraven vrat. Zabojniki za biološke in navadne odpadke v 
bližini mikrobiološke komore omogočajo udobno delo. Avtoklav se nahaja na polici nad 
zabojniki, ki so znotraj samega sistema. To bo omogočilo višjo stopnjo varnosti, saj bomo 
sterilizacijo oz. deaktivacijo izvajali znotraj sistema. Za udobno mikroskopiranje in delo v 
mikrobiološki komori je na voljo dovolj prostora. Hladilnik je zadosti oddaljen od komore, 
da se izognemo stiku z zrakom, ki ga ustvarja ventilator kompresorja. Centrifuga se nahaja 
na ločenem pultu in tako se izognemo tudi vibracijam, ki bi lahko neugodno vplivale na 
celice v inkubatorju.  
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4.4 VZPOSTAVITEV DOBRE LABORATORIJSKE PRAKSE IN OSNUTEK 
OCENE TVEGANJA 
V 3. členu Pravilnika o oceni tveganja za delo z GSO v zaprtem sistemu je zapisano:  
„Predmet ocene tveganja za delo z GSO v zaprtem sistemu (v nadaljnjem besedilu: ocena 
tveganja) je analiza in ovrednotenje vseh tistih elementov dela z GSO, ki vplivajo na raven 
tveganja za zdravje ljudi in okolje, da se določijo potrebni zadrževalni in drugi varnostni 
ukrepi in uvrsti delo z GSO v enega od varnostnih razredov skladno s predpisanimi merili.  
Elementi dela z GSO, ki jih je treba analizirati in ovrednotiti, so zlasti: 
- lastnosti GSO, ki lahko povzročijo kakršnekoli možne škodljive učinke na zdravje ljudi 
ali okolje, 
- značilnosti aktivnosti in postopkov, ki jih vključuje delo z GSO ali so z njim povezani in 
lahko vplivajo na raven tveganja,  
- značilnosti okolja, ki je zunaj zaprtega sistema lahko izpostavljeno vplivom GSO v 
primeru nenamernega sproščanja, 
- resnost možnih škodljivih učinkov in raven tveganja za zdravje ljudi in okolje ter  
- verjetnost, da se možni škodljivi učinki GSO pojavijo (35).“ 
Od petih elementov dela z GSO, ki jih je v skladu s 3. členom pravilnika o oceni tveganja 
treba analizirati, bomo v tem poglavju analizirali pomen vzpostavljanja dobre laboratorijske 
prakse, ki opisuje značilnosti aktivnosti in postopkov, ki jih vključuje delo z GSO in lahko 
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Izvajanje dobre mikrobiološke prakse pripomore k preprečevanju kontaminacije celičnih 
kultur z drugimi neželeni mikroorganizmi. Dobra mikrobiološka praksa dopolnjuje 
zadrževalne ukrepe, postopke in procese, katerih namen je ohraniti varnost in pripomore k 
zmanjšani možnosti nenamernega sproščanja GSO zunaj zaprtega sistema, v katerem so 
obravnavani. Načela dobre laboratorijske prakse so predvidena za vse vrste dela, ki 
vključujejo mikroorganizme, vključno z GSO, ne glede na stopnjo zadrževanja. Dobra 
mikrobiološka praksa je sestavni del uredb o GSO (36).  
Svetovna zdravstvena organizacija (SZO) v svojem priročniku o ohranjanju varnosti znotraj 
laboratorija priporoča (ali predpisuje) nekatere najpomembnejše smernice dobre 
mikrobiološke prakse, ki jih nameravamo implementirati v zaprti sistem za delo z GSO na 
FFA UL. Smernice smo razdelili na več poglavij, ki združujejo sorodna področja (11).  
 
4.4.1 Omejen dostop 
Dostop do zaprtega sistema mora biti omogočen samo pooblaščenim osebam. Otrokom je 
vstop prepovedan. Prepovedane so vse živali, razen tistih, ki so del raziskave. Vrata morajo 
biti vedno zaprta, zaželeno je tudi da so samozapiralna. S tem se zaprti sistem zavaruje pred 
nasilnim vdorom nepooblaščenih oseb z morebitnim namenom poškodovanja shranjenih 
GSO ali GSO v kulturi (3). Na vratih je obvezen mednarodni znak za biološko nevarnost, 
kot je prikazano na sliki 19. 
 
 
Slika 19 (prirejeno po 11): Mednarodni znak za biološko nevarnost 
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Kontroliran dostop pooblaščenih oseb v zaprti sistem za delo z GSO VR2 nadzorujemo s 
seznamom osebja. Seznam osebja vsebuje stolpec za podpise delavcev, s katerimi potrjujejo, 
da so seznanjeni s postopki dela in pravili v zvezi z GSO. Primer takšnega seznama se nahaja 
na sliki 20 (3). Za vse zaposlene brez strokovnega znanja o GSO in celičnih linijah, ki 
občasno vstopajo v zaprti sistem (npr. študentje in čistilci), je priporočljivo izvajati krajši tip 
izobraževanja. Izobraževanje bi jim v skladu z njihovi kompetencami podrobneje 
predstavilo, kakšne nevarnosti predstavljajo organizmi, s katerimi se dela v zaprtem sistemu, 
in na kaj morajo biti še posebej pozorni med zadrževanjem v njem. V poštev pridejo avdio-
video posnetki ali krajši seminarji. Na ta način vsem, ki se občasno zadržujejo zaprtem 
sistemu, omogočamo spoštovanje pravil in zagotavljanje visoke stopnje varnosti tako za 
asepso kot zase.  
 
 
Slika 20 (prirejeno po 3): Primer seznama osebja 
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4.4.2 Oblikovne značilnosti prostora in opreme zaprtega sistema 
V zaprtem sistemu veliko pozornost namenjamo izbiri materialov in površin,  ki tvorijo 
stene, tla, strope in opremo. Te površine so izpostavljene pogostemu čiščenju, 
dekontaminaciji in obdelavi z različnimi kemikalijami. Posledično je nujno, da so 
neprepustne za tekočine oziroma odporne proti zmerni toploti, kemikalijam in razkužilom, 
ki so pogosto v uporabi. Zaželeno je, da so površine gladke in enostavne za čiščenje. Tla ne 
smejo biti spolzka. Za pravilno čiščenje mora biti na voljo dovolj prostora med posameznimi 
kosi opreme, da ne bi prišlo do odlaganja odvečnega prahu in nečistoč, ki so zlahka vir 
kontaminacije. Tudi osvetlitev zahteva posebno pozornost. Treba se je izogibati nastanku 
neželenih odsevov ali bleščanju, ki lahko moti delavce med delom. Da bi ohranili red in se 
izognili potencialnemu neredu na mizah oziroma na glavnih prehodih poteh, moramo 
omogočiti določen prostor znotraj zaprtega sistema, v katerem nameravamo shranjevati 
zaloge za takojšnjo uporabo. Za shranjevanje večjih zalog ter radioaktivnih snovi ali 
komprimiranih oziroma tekočih plinov je treba zagotoviti ustrezen prostor zunaj zaprtega 
sistema. Nadalje, SZO svetuje vzpostavitev mehanskega prezračevalnega sistema 
(ventilacije), ki zagotavlja notranji pretok zraka brez ponovnega kroženja. Za zaščito 
javnega vodovoda je treba namestiti napravo, ki onemogoča vračanje vode. Če je le mogoče, 
je priporočljivo namestiti umivalnike z vodo za umivanje rok v vsakem prostoru zaprtega 
sistema, po možnosti blizu izhodnih vrat (11). Glede na trenutne razmere v svetu je v veliko 
pomoč tudi samostojna brezkontaktna naprava za razkuževanje rok ob vratih, ki delavcu 
varno razkuži roke tako pri vhodu kot pri izhodu iz zaprtega sistema (glej sliko 21). V 
urgentnih primerih, bi bilo idealno, če bi lahko zagotovili električno oskrbo ključne opreme, 
kot so inkubatorji, mikrobiološka komora, hladilnik in zamrzovalnik. Rezervni generator 
lahko pride v poštev. Glede na možnost evakuacije v sili mora obstajati ustrezna 
razsvetljava, ki omogoča varen izhod iz zaprtega sistema. V primeru požara mora biti izdelan 
požarni red, na voljo morajo biti primerni gasilni aparati. Zaželeno je, da so vgrajene 
brizgalke (škropilniki). Poleg tega mora biti v drugih primerih nesreče na voljo škatla z 
opremo za prvo pomoč ter naparava za izpiranje oči (glej sliko 22) (11). 
Okna v zaprtem sistemu bodo vedno zaprta. Z njih bomo odstranili kljuke in jih nadomestili 
s čepi. S tem ukrepom bomo preprečili dostop vektorjev, kot so žuželke in glodavci ter 
onemogočili neželeno širjenje GSO v okolje (3). 
 





Slika 21 (prirejeno po 37): Samostojna brezkontaktna naprava za dezinfekcijo 
 
 
Slika 22 (prirejeno po 38): Naprava za izpiranje oči 
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4.4.3 Osebna varovalna oprema 
Med delom v laboratoriju je treba nositi zaščitna oblačila, ki delujejo kot ovira za zmanjšanje 
tveganja izpostavljenosti nevarnim ali infektivnim delcem. To so lahko kombinezoni, halje 
ali druga podobna pokrivala. Zaščitna oblačila morajo biti popolnoma zapeta pri njihovi 
uporabi, obenem pa morajo biti omejena na uporabo izključno znotraj zaprtega sistema. 
Prepovedano jih je nositi zunaj območja zaprtega sistema, npr. v menze, kavarne, pisarne, 
knjižnice, stranišča in podobno, saj se tako zviša tveganje nenamernega sproščanja nevarnih 
delcev izven zaprtega sistema. Zaradi tega je tudi prepovedano shranjevanje zaščitnih 
laboratorijskih oblačil v omarice, v katerih se nahajajo oblačila, predvidena za prosti čas. 
Oblačila za prosti čas in osebne predmete je potrebno shranjevati izven zaprtega sistema na 
posebno mesto, ki je za to predvideno. Storitve pranja zaščitnih oblačil je potrebno zagotoviti 
v bližini objekta, v kateri se nahaja zaprti sistem ali pri podjetjih, ki ponujajo storitve čiščenja 
takšnega perila. Tudi obutev, ki jo nosimo v zaprtem sistemu, je pomembna. V poštev 
pridejo copati ali natikači, ki se uporabljajo samo v zaprtem sistemu. Obutev z odprtimi prsti 
je strogo prepovedana. Priporočljivo je, da med delom v zaprtem sistemu delavci ne nosijo 
nakita ali ure in imajo na kratko pristrižene nohte (2). V kolikor ima zaposleni dolge lase, 
jih je potrebno speti (20). V vseh postopkih, v katerih obstaja možnost posrednega ali 
neposrednega kontakta z infektivnim materialom, krvjo, telesnimi tekočinami ali drugimi 
potencialno infektivnimi materiali, je priporočljiva uporaba rokavic. Rokavice je v tem 
primeru treba potegniti čez zapestja zaščitnih oblačil, da koža ne bi prišla v stik z nevarnimi 
organizmi ali materiali. Med delom je potrebno zaščititi oči in obraz pred brizgi tekočin ter 
udarci, zato je zaželeno uporabljati zaščitna očala, ščitnike za obraz (vizirje) ali druge 
podobne zaščitne pripomočke. Strogo je prepovedano uživanje in shranjevanje hrane, pijače, 
uporaba kozmetičnih izdelkov ali ravnanje s kontaktnimi lečami znotraj zaprtega sistema. 
Za shranjevanje in uživanje hrane in pijače mora biti na voljo prostor zunaj zaprtega sistema 
za delo z GSO. 
 




V zaprtem sistemu noben material ne sme priti v stik z usti, očmi ali obrazom. To pomeni, 
da je prepovedano lizanje nalepk in seveda tudi pipetiranje z usti. Manjše volumne 
pipetiramo z nastavljivimi avtomatskimi pipetami ter plastični nastavki za enkratno uporabo 
(3). Vsaj en komplet avtomatskih pipet in posamezne celične plastikovine mora biti hranjen 
v zaprtem sistemu. S konico nastavka pipete se ničesar ne dotikamo, razen tekočine, v katero 
jo potapljamo. Nikoli ne pipetiramo iz originalne posode za gojišče, ampak iz alikvotov, in 
sicer vertikalno. Za praznjenje nikoli ne uporabljamo sile (11). Nadalje, vse postopke je 
potrebno izvajati na način, ki minimizira nastajanje kapljic oziroma aerosolov. Postopke, ki 
vključujejo delo z GSO in celicami, izvajamo v mikrobiološki komori. Med izvajanjem 
sterilnih postopkov se ne sme govoriti, peti ali žvižgati. Sterilne flaske, reagente in podobno 
nikoli ne odpiramo, dokler jih ne nameravamo uporabiti. Po uporabi jih takoj zapremo (19).  
Pred in po delu s celičnimi kulturami in GSO rokavice, delovno površino ter vse ostalo, kar 
vnesemo v mikrobiološko komoro, razkužimo s 70-odstotnim etanolom. Prižgemo UV luč 
za najmanj deset minut. V mikrobiološki komori delamo vedno z eno samo celično linijo 
naenkrat. Pri centrifugiranju je treba biti posebej pozoren na to, da so vse epruvete ustrezno 
zaprte in pokrovčki suhi (2). Tekočin nikoli ne zlivamo, ampak jih pipetiramo (34). V 
laboratoriju morajo biti na vidnem mestu navodila z informacijo o ustreznem postopku 
čiščenja v primeru razlitja kulture GSO znotraj zaprtega sistema. Razlito tekočino 
odstranimo z robčki ali papirnatimi brisačami. Po končanem postopku jih odvržemo v 
zabojnik za biološke odpadke. Nato površino, po kateri se je tekočina razlila, 
dekontaminiramo s 70-odstotnim etanolom ali z drugim učinkovitim razkužilom. Roke si po 
končanem postopku umijemo z milom in vodo (2). Zaprti sistem je treba redno čistiti in 
urejati ter skrbeti za odstranjevanje vseh materialov, ki niso ključnega pomena za delo. 
Enkrat na teden je treba izvajati redno čiščenje, medtem ko se na vsakih štirinajst dni izvaja 
temeljito čiščenje (pomivanje tal, brisanje prahu s poličk in opreme..) po navodilih za 
čiščenje zaprtega sistema. Vse tekočine, ki so prišle v stik s celičnimi kulturami, ki so GSO 
ali z drugimi potencialno nevarnimi materiali, je treba pred izlitjem v sanitarno kanalizacijo 
obvezno dekontaminirati (fizično ali kemično). Enako velja za trdne odpadke, ki jih je treba 
pred čiščenjem oziroma odvajanjem v odpadke obvezno dekontaminirati. V primerih, kjer 
avtoklaviranje poteka za več vrst GSO na istem mestu, ali recimo na drugi lokaciji (vendar 
v isti stavbi, v kateri se nahaja zaprti sistem), bi bilo smiselno vpeljati avtoklavirni dnevnik. 
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Na ta način bi dosegli boljšo sledljivost dela z GSO. Predlog vpisnega formularja 
avtoklavirnega dnevnika je prikazan na sliki 23.  
V zaprtem sistemu za delo z GSO moramo poskrbeti tudi za ustrezen transportni sistem. 
Pakiranje in prevoz materialov, ki vsebujejo GSO, izvajamo v posebnih zaprtih posodah z 
visokim robom, ki so odporne proti udarcem in posledično onemogočajo nenamerno 
sproščanje GSO v okolje, v primeru padca ali kakšne druge nesreče (3). Vse dokumente 
(laboratorijske dnevnike in zapiske), ki se nahajajo v zaprtem sistemu in jih bomo po 




Slika 23 (prirejeno po 3): Primer predlaganega avtoklavirnega dnevnika 
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5 SKLEPI  
V magistrski nalogi smo želeli ugotoviti, kateri pogoji morajo biti izpolnjeni za zagon 
zaprtega sistema za delo z GSO VR2 na FFA UL. Prav tako smo želeli narediti seznam 
potrebne opreme za delo z celičnimi kulturami in GSO ter izdelati tloris prostora z najboljšo 
postavitvijo opreme. Med drugim je bil namen naše naloge izdelati osnutek ocene tveganja 
za delo z GSO VR2. V tej luči smo analizirali pomen vzpostavljanja dobre laboratorijske 
prakse, ki opisuje značilnosti aktivnosti in postopkov, ki jih vključuje delo z GSO, in lahko 
vplivajo na raven tveganja. Prišli smo do naslednjih ugotovitev, s katerimi dosegamo 
predpisane zadrževalne ukrepe za zagon takšnega sistema:  
• Delovne površine zaprtega sistema morajo biti odporne na vodo, kisline, baze, topila, 
razkužila in sredstva za dekontaminacijo. Morajo biti enostavne za čiščenje.  
• Enkrat na teden je potrebno izvajati redno čiščenje, medtem ko se na vsakih štirinajst 
dni izvaja temeljito čiščenje zaprtega sistema. 
• Vedno poskrbimo za ustrezen transportni sistem, ki onemogoča nenamerno 
sproščanje GSO v okolje v primeru padca ali kakšne druge nesreče. V primeru 
razlitja kulture z GSO znotraj zaprtega sistema, mora biti na voljo protokol o 
ustreznem postopku čiščenja. 
• V stavbi, v kateri se nahaja zaprti sistem, mora biti avtoklav. 
• Obvezna je inaktivacija GSO v vseh materialih in odpadkih, ki so GSO ali so prišli 
v stik z GSO. Sledljivost inaktivacije GSO in odpadkov bomo dosegli z vpeljavo 
avtoklavirnega dnevnika. 
• Dostop do zaprtega sistema mora biti omejen, na njegovih vratih pa mora biti oznaka 
za biološko nevarnost. Smiselna je vpeljava seznama osebja za dodatno kontrolo 
vstopa v zaprtem sistemu. 
• Za vse zaposlene brez strokovnega znanja o GSO in celičnih linijah, ki se občasno 
zadržujejo v zaprtem sistemu, je priporočljivo izvajati krajši tip izobraževanja, ki bo 
v skladu z njihovimi kompetencami.  
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• Obvezno je opredeliti posebne ukrepe za nadzor nad razširjanjem aerosolov. 
• Obvezna je uporaba zaščitne obleke, omejene na uporabo znotraj zaprtega sistema. 
• Obvezno je preprečiti dostop vektorjev, kot so žuželke in glodavci, do zaprtega 
sistema. Okna morajo biti zato vedno zaprta. 
• Strogo prepovedano je uživanje in shranjevanje hrane, pijače, uporaba kozmetičnih 
izdelkov ali ravnanje s kontaktnimi lečami znotraj zaprtega sistema. 
• Za pravilno in varno uporabo zaprtega sistema je pomembna ustrezna postavitev 
opreme v prostoru. Na voljo mora biti dovolj prostora za vso potrebno opremo in 
delovno osebje. 
• Seznam potrebne opreme v zaprtem sistemu je: mikrobiološka komora, CO2 
inkubator, centrifuga, avtoklav, invertni mikroskop, vodna kopel, hladilnik z 
zamrzovalnikom, črpalka za odstranjevanje tekočin ter zabojniki za biološke in 
navadne odpadke. 
• Vse, kar vnesemo v mikrobiološko komoro, razkužimo s 70-odstotnim etanolom. 
Prižgemo UV luč za najmanj deset minut pred in po končanem delu. 
• V urgentnih primerih mora biti v zaprtem sistemu na voljo gasilni aparat, škatla z 
opremo za prvo pomoč, naprava za izpiranje oči in ustrezna razsvetljava, ki omogoča 
varen izhod iz zaprtega sistema v primeru evakuacije v sili. Zagotovljena mora biti 
tudi električna oskrba ključne opreme v primeru padca napetosti.  
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